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1 ZUSAMMENFASSUNG 
Das humanpathogene Varicella-Zoster-Virus (VZV) gehört zu den α-Herpesviren, ver-
ursacht bei der Primärinfektion die Windpocken (Varizellen) und kann nach Reaktivie-
rung aus latenter Persistenz in sensorischen Ganglien die schmerzhafte Gürtelrose 
auslösen (Herpes Zoster). Diese Schmerzen können als postherpetische Neuralgie 
über lange Zeit andauern. Zum besseren Verständnis der VZV-Infektion sensorischer 
Neurone wurden verschiedene Proteine, die typischerweise während der Virus-Latenz 
exprimiert werden, mit dem grün fluoreszierenden Protein (eGFP) fusioniert, so dass 
diese Proteine nach der Virusinfektion in permissiven Zellen und in sensorischen Rat-
ten-Neuronen sowie deren Axone beobachtet werden konnten. Zum Vergleich wurde 
auch das durch den Leserahmen ORF23 kodierte Kapsidprotein (23p) markiert, da die-
ses Protein nur bei der lytischen, permissiven Infektion gebildet wird. Für diesen Zweck 
wurde das als bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) klonierte Genom des Wildtyp-
VZV HJO eingesetzt. Das BAC kann aufgrund der zwischen die viralen Genomenden 
inserierten Anteile des F-Plasmids stabil in Bakterien gehalten und in der En passant-
Mutagenese durch homologe Rekombination ohne sekundäre Veränderungen manipu-
liert werden. Fast alle geplanten rekombinanten Viren mit eGFP-Proteinfusionen kon-
nten in permissiven eukaryonten Zellen rekonstituiert werden. Die rekonstituierten 
Viren zeigten aber gegenüber dem Wildtyp-Virus eine deutlich reduzierte Replikation, 
was bei der 29p-GFP-Fusionsmutante besonders ausgeprägt war. Zur Bestimmung der 
Lokalisation der Fusionsproteine wurden die für VZV permissiven Zelltypen eingesetzt, 
nämlich primäre menschliche Fibroblasten und die humane Melanom-Zelllinie MeWo, 
und mit sensorischen Neuronen der Ratte verglichen. Die untersuchten Proteine zeig-
ten während der lytischen Infektion in den permissiven MeWo-Zellen und Fibroblasten 
die erwarteten Lokalisationsorte und auch in infizierten sensorischen Neuronen kon-
nten diese bestätigt werden. In weiteren Experimenten wurde 65p, das als „axonales 
Leitprotein“ des VZV in Neuronen gilt, ebenfalls mit eGFP fusioniert. Damit gleichzeitig 
der Transport der viralen Kapside im Axon beobachtet werden konnte, wurde auch ei-
ne Doppelfusions-Mutante mit eGFP an 65p und dem monomeren rot fluoreszierenden 
Protein (mRFP) an 23p hergestellt. Durch die retrograde Infektion primärer senso-
rischer Neurone im Mikrofluss-Kammer-System sollte die Beteiligung des 65p am axo-
nalen Viruspartikel-Transport hinsichtlich der möglichen Kolokalisation von 23p mit 65p 
untersucht werden. Tatsächlich erwies sich der axonale Transport von 65p und des 
Kapsids (23p) als voneinander unabhängig. Somit war es in dieser Arbeit erstmals 
möglich, die Lokalisationsmuster und teilweise auch die Funktionen unterschiedlicher 
viraler Proteine nach der Infektion mit gezielten VZV-Rekombinanten des Wildtyp-Iso-
lats HJO zu untersuchen. 
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1 SUMMARY 
The human pathogen Varicella-zoster virus (VZV) belongs to the α-herpesviruses, 
causes chickenpox (varicella) upon primary infection, and can induce painful shingles 
(herpes zoster) after reactivation from latent persistence in sensory ganglia. This pain 
can persist as post-herpetic neuralgia over long periods. To better understand the VZV 
infection of sensory neurons, various proteins which are typically expressed during 
virus latency were fused with the enhanced green fluorescent protein (eGFP) in order 
to observe these proteins after virus infection in permissive cells and in sensory rat 
neurons as well as in their axons. For comparison, the capsid protein 23p encoded by 
open reading frame ORF23 was also tagged because this protein is only expressed du-
ring the lytic, permissive infection. For this purpose, the genome of wildtype VZV HJO, 
cloned as a bacterial artificial chromosome, was used. This BAC can be stably main-
tained in bacteria and can be manipulated by en passant mutagenesis and homo-
logous recombination without secondary changes due to the insertion of F-plasmid 
components between the genomic ends of the virus. Almost all the planned virus re-
combinants with eGFP protein fusions could be reconstituted in permissive eukaryotic 
cells. However, the reconstituted viruses showed a markedly reduced replication in 
contrast to wildtype virus, especially for the 29p-GFP-fusion mutant. For the deter-
mination of the localization of the fusion proteins, the VZV-permissive cell types were 
used, namely primary human fibroblasts and the human melanoma cell line MeWo, and 
compared to sensory neurons from rat. The investigated proteins showed the expected 
localization patterns during lytic infection in permissive MeWo cells and fibroblast which 
also could be confirmed in infected sensory neurons. In further experiments, the pu-
tative axonal guidance protein 65p for VZV in neurons was also fused to eGFP. In or-
der to study simultaneously the axonal transport of virus capsids, a double mutant with 
eGFP fused to 65p and monomeric red fluorescent protein (mRFP) fused to 23p was 
generated. By the retrograde infection of primary sensory neurons in the microfluidic 
chamber system the participation of 65p in the axonal virus particle transport was in-
vestigated with respect to a possible colocalization between 23p and 65p. Actually, the 
axonal transport of 65p and the capsid (23p) turned out to be independent from each 
other. Taken together, the localization patterns and partially also the functions of var-
ious virus proteins were investigated for the first time after infection with targeted VZV 
recombinants of wildtype isolate HJO. 
2 EINLEITUNG 
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2 EINLEITUNG 
2.1 Herpesviren 
Die mehr als hundert bekannten Herpesvirus-Spezies kommen weltweit bei fast allen 
Vertebraten vor. Sie haben Menschen und Säugetiere oder auch Fische, Reptilien und 
Vögel, und sogar einige Wirbellose als Wirt (Roizman & Baines, 1991). Das Wort Her-
pes stammt von dem griechischen Wort ερπειν (kriechen) ab, was die kriechende Aus-
breitung der Bläschen bei einer Herpes-Infektion der Haut beschreibt. Die Herpesviren 
persistieren nach der Primärinfektion lebenslang im Körper und können nach ihrer Re-
aktivierung aus der Latenz erneut zu Symptomen führen. Nur acht dieser zahlreichen 
Herpesvirus-Spezies sind humanpathogene Herpesviren. Diese acht Viren lassen sich 
den drei Unterfamilien der α-, β- und γ-Herpesvirinae zuordnen, wobei das besondere 
Merkmal der α-Herpesvirinae ihr Tropismus für sensorische Neurone ist. Zu den neuro-
tropen humanpathogenen Herpesviren zählen das Herpes-Simplex-Virus (HSV) mit 
seinen beiden Spezies HSV-1 und HSV-2 sowie das Varicella-Zoster-Virus (VZV), das 
nach der systematischen Nomenklatur als Humanes Herpesvirus Typ 3 bezeichnet und 
dem Genus Varicellovirus (α2-Herpesviren) zugeordnet wird. Im Vergleich zum HSV-1 
repliziert VZV langsamer und hat ein wesentlich engeres Wirts- und Wirtszell-Spek-
trum, es infiziert in der Regel nur Zellen humanen oder simianen Ursprungs. Zum 
Genus Varicellovirus gehören unter anderem auch das simiane Varicellovirus, das 
Equine Herpesvirus Typ 1 (EHV-1), und das neurotrope Pseudorabies-Virus der 
Schweine (PRV) (Cohen et al, 2007; Gray, 2004). 
2.2 Das Varicella-Zoster-Virus 
2.2.1 Die Pathogenese des Varicella-Zoster-Virus 
Meist im Kindesalter verursacht das ubiquitär verbreitete VZV die Windpocken (Varizel-
len; englisch: chickenpox) und kann nach jahrelanger Persistenz die Gürtelrose auslö-
sen (Herpes Zoster, englisch: shingles). Das hochkontagiöse Virus induziert durch 
Tröpfcheninfektion die Primärinfektion, die nach einer Inkubationszeit von etwa 14 
Tagen zu einem pockenähnlichen, aber morphologisch heterogenen und stark jucken-
den Ausschlag führt. Der Inhalt dieser Varizellen-Bläschen, als auch Inhalt der Zoster-
Bläschen ist bei direktem Kontakt ansteckend (Arvin, 2001; Grose, 1981). 
Nach der Infektion des oberen Respirationstraktes und der initialen Replikation in den 
Lymphknoten breitet sich das Virus während der primären Virämie im retikuloendothel-
ialen System aus und befällt besonders die Leber und Milz (Grose, 1981). Schon ab 14 
Tagen vor Auftreten des Ausschlags ist VZV in den mononukleären Zellen des peri-
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pheren Blutes nachweisbar (Ozaki et al., 1994). Im Rahmen der sekundären Virämie 
wird das Virus vor allem durch infizierte T-Lymphozyten bis in die Epithelzellen der 
Haut verbreitet (Koropchak et al., 1992; Moffat et al., 1995) und löst dort das typische 
Exanthem aus. Neben den CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten werden auch B-
Lymphozyten und Monozyten infiziert (Mainka et al., 1998; Moffat et al., 1995). 
Nach der Primärinfektion erreicht das Virus über die Nervenbahnen, welche die befalle-
nen Hautareale innervieren, oder den Blutkreislauf die sensorischen Neurone der Tri-
geminus- und Spinalganglien. Dort verbleibt das Virus dann in Form zirkulärer Virus-
Genome (Annunziato et al., 2000, Cohen & Straus, 1996). Dabei ist die Virus-DNA 
sowohl in den Zellkernen der Neurone als auch in den die Neurone umgebenden 
Satellitenzellen nachweisbar (Lungu et al., 1995; Kennedy et al., 1998). Eine Reakti-
vierung erfolgt meist erst nach Jahrzehnten und führt zur Rekurrenz der Erkrankung in 
Form der Gürtelrose. Der Herpes Zoster kommt gehäuft bei immunsupprimierten oder 
bei älteren Menschen vor und kann auch nach Abheilung der Gürtelrose zu lang 
anhaltenden Schmerzen in den betroffenen Nerven führen. Diese postherpetische 
Neuralgie zeichnet sich durch die Entwicklung einer Hyperalgesie bzw. einer Allodynie 
aus (Choi & Rowbotham, 1997; Rowbotham & Fields, 1996; Rowbotham et al., 1996). 
Die Hyperalgesie beschreibt eine übermäßige Reaktion auf einen schmerzauslösenden 
Reiz wie z.B. Kälte, Hitze oder Druck, während die Allodynie eine Schmerzreaktion auf 
einen nicht Schmerz-typischen Reiz darstellt (Fleetwood-Walker et al., 1999). 
Im Allgemeinen sind die Windpocken eine harmlose Kinderkrankheit. Sie können aber 
besonders bei Erwachsenen zu schweren Komplikationen wie Meningitis, Enzephalitis 
oder Pneumonie führen. Die Lebendimpfung zur Prävention der Windpocken ist in 
Deutschland seit 2004 verfügbar und mittlerweile allgemein empfohlen. Ein höher do-
sierter Lebendimpfstoff für Personen ab dem 60. Lebensjahr dient der Prävention des 
Herpes Zoster (Oxman et al., 2005). Die VZV-Impfstoffe sind vom japanischen VZV-
Stamm parental Oka abgeleitet, welcher durch mehrfache Passage u.a. in Meer-
schweinchen-Zellen attenuiert wurde (Takahashi et al., 1974). 
2.2.2 Morphologie und Genomorganisation 
Die umhüllten VZV-Partikel haben einen Durchmesser von etwa 200 nm. Die lineare 
doppelsträngige DNA umfasst 125 Kilobasen (kb) und kodiert für 71 offene 
Leserahmen (open reading frames, ORF). Im Nukleokapsid ist die DNA um eine 
Proteinachse gewickelt, was zusammen als Core bezeichnet wird (Puvion-Dutilleul et 
al., 1987). Das ikoseadrische Nukleokapsid hat einen Durchmesser von etwa 100-110 
nm und besteht aus 162 Kapsomeren (Almeida et al., 1962) (Abb.1). 
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des Varicella-Zoster-Virus. A. VZV ist ein umhülltes Virus mit doppel-
strängiger DNA, die um eine Proteinachse gewickelt ist (Core). Zwischen dem ikosaedrischen Nukleokap-
sid und der Membran befindet sich das Tegument, das Transaktivatoren für die initiale Genexpression ent-
hält. Über die Glykoproteine in der Lipidmembran kann das Virus an die Rezeptoren der Wirtszelle binden. 
B. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Virions (aus: Straus et al., 1988). 
In der Lipid-Doppelschicht der Virushülle befinden sich die acht herpesviralen Glyko-
proteine gB (kodiert durch ORF31), gC (ORF14), gE (ORF68), gH (ORF37), gI 
(ORF67), gK (ORF5), gL (ORF60) und gM (ORF50), die sowohl im Infektionszyklus als 
auch bei der Induktion der Immunantwort eine große Rolle spielen (Davison & Scott, 
1986; Forghani et al., 1994; Grose, 1990). Ein Herpesvirus-spezifisches Merkmal ist 
das Tegument, das eine Proteinschicht zwischen dem Nukleokapsid und der Virus-
membran bildet. Die Produkte von ORF4, ORF10, ORF47, ORF62 und ORF63 sind 
Tegumentproteine, die schon mit dem Virus in die Wirtszelle gebracht werden 
(Kichington et al., 1992, 1995; Moriuchi et al., 1993). 
VZV besitzt das kleinste Genom der humanen Herpesviren. Wie bei den meisten Her-
pesviren ist das Genom aus einer einmalig vorkommenden langen (unique long region, 
UL) und kurzen Region (unique short region, US) aufgebaut. Diese beiden Regionen 
sind von invertierten, repetitiven Sequenzen umgeben: den internen und terminalen 
Sequenzwiederholungen der UL-Region (internal repeat der UL-Region, IRL, terminal 
repeat der UL, TRL) und der US-Region (internal repeat der US-Region, IRS; terminal 
repeat der US-Region, TRS). Das VZV-Genom kommt hauptsächlich in zwei isomeren 
Formen vor: Während die L-Region (UL mit TRL  und IRL) zumeist nur in einer Orien-
tierung vorliegt, existiert die S-Region (US mit IRS und TRS) in beiden Orientierungen 
(Ecker & Hyman, 1982; Straus et al., 1982). Nur in etwa 5% der Genome liegt die L-
Region invertiert vor (Davison, 1984; Hayakawa et al., 1987; Kinchington et al., 1985; 
Straus et al., 1982) (Abb. 2). 
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Der ORF0 (Synonym ORF S/L) liegt am Anfang der UL-Region und direkt benachbart 
zu den Verpackungssequenzen (packaging sites, pac), die für das Schneiden und Ver-
packen der DNA-Konkatamere nach der Replikation notwendig sind (Kemble et al., 
2000; McVoy et al., 2000). Eine der zwei konservierten pac-Sequenzen, pac1, liegt in 
den großen Wiederholungssequenzen der S-Region, während das pac2 Signal in den 
L-Repeats liegt, wodurch die beiden Verpackungssignale an den Genomenden am 
S/L-Übergang zueinander benachbart sind. 
 
Abb. 2: Isomere Formen des VZV-Genoms. Das Genom des VZV umfasst 125 kb. In 50% der Genome 
liegt die US-Region invertiert vor und nur in 5% der Fälle ist die UL-Region gedreht (adaptiert aus Wussow 
et al., 2009). 
Das virale Genom umfasst weitere interne repetitive Sequenzabschnitte, die sich aus 
verschiedenen Sequenz-Elementen zusammensetzen. Der erste von insgesamt fünf 
direkt wiederholten Sequenzen (direct repeats, R1-R5), von denen vier in der UL-Re-
gion liegen und R1-R4 besonders GC-reiche Sequenzen sind, liegt im ORF11 
(Kinoshita et al., 1988). Der R2 ist in ORF14 lokalisiert. Durch unterschiedliche Anzahl 
der Reiterationen der Sequenz-Elemente haben verschiedene VZV-Stämme unter-
schiedlich lange 14p-Proteine (Kinchington et al., 1986). R3 liegt im ORF22 und ist mit 
bis zu 1000 bp die größte repeat-Sequenz im prototypischen VZV-Stamm Dumas 
(Davison & Scott, 1986). Der R4 besteht aus mehreren 27 bp-Elementen und dessen 
Länge variiert ebenfalls innerhalb verschiedener VZV-Stämme. Der R4 ist sowohl im 
TRS als auch im IRS lokalisiert, und liegt zwischen ORF62 bzw. ORF71 und dem lyt-
ischen Replikationsursprung OriS (Casey et al., 1985). Als einziger repeat ist der R5 
AT-reich und liegt zwischen ORF60 und ORF61. Während der europäische VZV-
Laborstamm Dumas nur eine Kopie von R5 aufweist, weisen andere VZV-Stämme 
mehrere R5-Kopien auf (Hondo & Yogo, 1988). Gerade in diesen repetitiven Se-
quenzabschnitten besteht eine deutliche Stamm-Variabilität. 
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2.2.3 Der VZV-Replikationszyklus 
Der Replikationszyklus des VZV umfasst als wesentliche Hauptphasen 1. die Adsorp-
tion und den Eintritt in die Wirtszelle, 2. die Genomreplikation und Synthese der Struk-
turproteine sowie 3. den Zusammenbau, die Morphogenese und die Freisetzung aus 
der Zelle. VZV adsorbiert, ähnlich wie das Cytomegalovirus, HSV und PRV, über un-
spezifische, elektrostatische Interaktionen zwischen den viralen Glykoproteinen und 
zellulären Oberflächenstrukturen wie dem Heparansulfat-Proteoglykan-Rezeptor an die 
Wirtszelle (Kari & Gehrtz, 1992; Mettenleiter et al., 1990; Shieh et al., 1992; WuDunn & 
Spear, 1989). VZV-spezifische Rezeptorfunktionen zur Adsorption an die Wirtszelle 
sind für den Kationen-unabhängigen Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (MPR) und für 
das insulin degrading enzyme (IDE) beschrieben (Chen et al., 2004; Li et al., 2006; Zhu 
et al., 1995a). Es wird aber angenommen, das die Bindung an den Heparansulfat-Pro-
teoglykan-Rezeptor die initiale Anheftung darstellt (Zhu et al., 1995a). Welche Rezep-
torfunktionen MPR oder IDE genau übernehmen, wird noch diskutiert. 
Vier VZV-Glykoproteine (gB, gE, gH und gI) besitzen auf ihren Oberflächen N-
verknüpfte komplexe Oligosaccharide mit Mannose-6-Phosphat (M6P)-Gruppen und 
stellen Liganden für den MPR dar (Gabel et al., 1989). Allerdings konnten Zhu et al. 
(1995a) mit einem Liganden-Blotting-Experiment zeigen, dass lösliches MPR nicht an 
virale Glykoproteine bindet. Die Tatsache, dass M6P eine Infektion mit zellfreiem VZV 
blockiert, könnte ein Hinweis darauf sein, dass der MPR den Zelleintritt von zellfreiem 
VZV durch die Interaktion mit viralen Glykoproteinen ermöglicht, die M6P in ihren 
Oligosacchariden auf der Oberfläche enthalten (Chen et al., 2004; Gabel et al., 1989; 
Zhu et al., 1995a,b). Zelllinien ohne MPR-Expression werden nur durch zellasso-
ziiertes, aber nicht durch zellfreies VZV infiziert, was zeigt, dass der MPR die Zell-Zell-
Ausbreitung nicht unterstützt und der dominante Infektionsweg über zellassoziiertes 
VZV von MPR unabhängig ist (Chen et al., 2004). Im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) lo-
kalisierte, intrazelluläre MPR vermitteln wahrscheinlich durch die Interaktion mit den 
M6P-Gruppen der viralen Glykoproteine das Verpacken der neu synthetisierten 
Virionen auf dem Weg zur Freisetzung in endosomale Vesikel (Chen et al., 2004; 
Griffith et al., 1988). In MPR-freien Zellen werden die umhüllten Viren hingegen nicht 
zu den Endosomen transportiert und zellfrei freigesetzt (Chen et al., 2004).  
Das Glykoprotein gE ist für die Replikation von VZV notwendig (Mo et al., 2002) und 
spielt in der Adsorption und der Infektion von VZV eine große Rolle. Li et al. (2006) 
konnten zeigen, dass die extrazelluläre Domäne von gE mit IDE interagiert. Eine 
Blockierung von IDE führt zu einer reduzierten Infektivität und Ausbreitung des Viruses 
von Zelle zu Zelle. In nicht humanen Zelllinien, die schwer mit VZV zu infizieren sind, 
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führt die zusätzliche Expression von humanem IDE zur Verstärkung der zellfreien und 
zellassoziierten VZV-Infektion. IDE stellt somit einen zellulären Rezeptor für VZV dar 
und bestärkt die wesentliche Rolle von gE (Li et al., 2006). 
In Analogie zu HSV wird für VZV angenommen, dass mehr als ein virales Glykoprotein 
an der Anheftung beteiligt ist. Bei HSV-1 sind gB und gC für die Adsorption verantwort-
lich und auch gB von VZV bindet an Heparansulfat (Jacquet et al., 1998). Aber es ist 
noch unklar, ob auch bei VZV gC an der Adsorption beteiligt ist. Während bei HSV-1 
auch gD involviert ist, fehlt bei VZV ein gD-Gen. Des Weiteren ist der gH:gL-Komplex 
bei VZV für die Fusion der Virushülle mit der Zellmembran notwendig (Duus et al., 
1995; Rodriguez et al., 1993). Während gE eine wesentliche Rolle für die VZV-Infektion 
spielt, hat gI keinen Einfluss auf die VZV-Infektion, ist aber für die optimale Replikation 
und die Prozessierung von gE verantwortlich (Cohen & Nguyen, 1997).  
Durch Fusion der Virus- mit der Zellmembran gelangen Nukleokapsid und Tegument 
ins Cytoplasma und werden durch zelluläre Systeme zum Zellkern transportiert. Dort 
wird die lineare virale DNA aus dem Kapsid freigesetzt (Abb. 3). Durch einen C-Über-
hang am 3’-Genom-Ende und ein G-Überhang am 3’-Ende der L-Region kann die dop-
pelsträngige DNA im Zellkern zum Episom zirkularisiert werden (Davison et al., 1984). 
In einer zeitlichen Transkriptionskaskade werden zunächst die sehr früh exprimierten 
Gene (immediate early-, IE-, α-Gene) transkribiert, welche durch die aus dem Virion 
stammenden Tegument-Proteine der Gene ORF4, ORF10, ORF62 und ORF63 (4p, 
10p, 62p, 63p) transaktiviert werden (Kinchington et al., 1992, 1995). Im Cytoplasma 
werden die IE-Transkripte in die IE-Proteine translatiert, die zurück in den Zellkern 
transportiert werden und die Expression der früh exprimierten Gene (early-, E-, β-
Gene) induzieren. Zu den IE-Proteinen gehören 4p, 62p und 63p (Debrus et al., 1995; 
Defechereux et al., 1997; Forghani et al., 1990). Wegen seiner Homologie zu ICP0 von 
HSV-1 wäre zu erwarten, dass auch 61p ein IE-Protein von VZV ist, wofür es aber bis-
her keine experimentelle Evidenz gibt. Die IE-Proteine werden innerhalb der ersten 
Stunden nach Infektion gebildet, das IE62 ist schon ein bis zwei Stunden nach der 
Infektion nachweisbar (Reichelt et al., 2009). 
E-Proteine wie die DNA-Polymerase oder Proteinkinasen sind für die DNA-Replikation 
essentiell. Die zirkularisierte, episomale VZV-DNA wird ebenso wie bei HSV-1 oder 
PRV vermutlich nach dem rolling circle-Mechanismus repliziert (Ben-Porat & Rixon, 
1979; Davison, 1984; Jacob et al., 1979). Die dabei entstehenden DNA-Konkatamere, 
bei denen die viralen Genome „head to tail“ verbunden sind, werden an den spe-
zifischen cis-Elementen pac1 und pac2 in die einzelnen genomischen DNA-Abschnitte 
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zerlegt. Aufgrund der Ringform der replizierenden episomalen DNA entstehen die 
verschiedenen isomeren Formen des viralen Genoms durch homologe Rekombination 
zwischen den terminalen und internen invertierten repetitiven Sequenzen. Nach der 
Replikation der viralen DNA werden die spät exprimierten Gene (late-, L-, γ-Gene), 
deren Expression durch E-Proteine reguliert wird, transkribiert und in Strukturproteine 
translatiert. Wenn die neu synthetisierte DNA in das Kapsid eingebaut ist, werden die 
Viruspartikel zur Kern- und dann zur Zellmembran transportiert. 
Nach der aktuell am ehesten akzeptierten Hypothese erhalten die Nukleokapside bei 
ihrer Knospung in den perinukleären Raum ihre erste, vorübergehende Hülle aus der 
inneren Kernmembran. Beim Verlassen der Zisternen des rauen endoplasmatischen 
Retikulums fusioniert die erste Virushülle mit der Membran des rauen endoplasmati-
schen Retikulums. So können die cytoplasmatischen, nackten Nukleokapside erklärt 
werden, die elektronenmikroskopisch beobachtet werden. Über den Weg der zweiten 
Umhüllung und der Virusfreisetzung wird noch diskutiert. Nach der Theorie von Jones 
& Grose (1988) werden nun die Nukleokapside in cytoplasmatische Vesikel verpackt, 
die zuvor mit Mikrovesikeln aus dem TGN fusionierten und die viralen Glykoproteine 
tragen (Grose, 1990). So entstehen vollständig behüllte Viren, die in Vesikeln zur 
Zelloberfläche transportiert und nach Membranfusion zwischen Vesikel und Zell-
membran durch Exocytose freigesetzt werden. Dabei bleibt allerdings unklar, wie die 
Tegument-Proteine eingebaut werden können. 
Das Konzept von Gershon et al. (1994) und Chen et al. (2004) wird den Be-
sonderheiten von VZV am ehesten gerecht. Die viralen Glykoproteine werden dem-
nach im rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und ins TGN transportiert 
(Gershon et al., 1994; Zhu et al., 1995c). Dann werden die Nukleokapside von den 
TGN-Zisternen umgeben. Dabei ist die äußere Fläche der konkaven TGN-
Membranseite mit Tegumentproteinen assoziiert und die innere konkave Fläche mit 
Glykoproteinen bestückt. Auf der äußeren, konvexen TGN-Membranfläche befinden 
sich cytosolische Proteine und die MPR. Die Nukleokapside werden hier umhüllt, in-
dem die ehemals konkave Seite zur Virushülle und die konvexe äußere Fläche zum 
Transport-Vesikel werden. Die vollständigen Virionen können so durch vesikulären 
Transport zur Zelloberfläche gebracht und dort nach Fusion mit der Zellmembran 
freigesetzt werden (Abb. 3). Nach Chen et al. (2004) transportieren diese Vesikel die 
Viren zu den späten Endosomen, in denen diese teilweise degradiert und anschließend 
durch Exocytose freigesetzt werden. Das wäre eine Erklärung dafür, dass freigesetzte 
Virionen in Zellkultur häufig deformiert sind und sich morphologisch von Virionen aus 
Hautbläschen unterscheiden. 
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Abb. 3: Der Replikationyzklus des Varicella-Zoster-Virus. 1: Das Virus adsorbiert an Rezeptoren der 
Wirtszelloberfläche und wird über Membranfusion von der Zelle aufgenommen. 2: Das Nukleokapsid und 
die Tegumentproteine werden zum Zellkern transportiert und die DNA wird in den Zellkern entlassen. 3: 
Die transaktivierenden Tegumentproteine induzieren die Transkription der α-Gene (IE-Gene). In einer Kas-
kade werden zuerst die IE- oder α-Proteine exprimiert, die im Zellkern die Expression der E- oder β-Gene 
aktivieren. Die E-Proteine sind hauptsächlich an der Replikation der viralen DNA beteiligt. Danach werden 
die L- oder γ-Gene transkribiert und im Cytoplasma in Strukturproteine translatiert. 4: Die DNA wird nach 
dem rolling circle-Mechanismus vervielfältigt und die entstandenen Konkatamere werden in Einzelgenome 
geschnitten. 5: DNA und Kapsid bilden das Nukleokapsid. 6: An der Kernmembran erhalten die Nukleo-
kapside ihre erste Hülle, die sie beim Verlassen des endoplasmatischen Retikulums wieder verlieren. 7: 
Die finale Hülle bekommen die Viruspartikel entweder (7.1:) durch den Einschluss in cytoplasmatische 
Vesikel, die durch Fusion mit TGN-Vesikeln die viralen Glykoproteine enthalten, oder (7.2:) durch 
Einschluss in TGN-Zisternen, in denen (8:) die Partikel zur Zellmembran befördert und schließlich durch 
Fusion freigesetzt werden. (9:) Nach Chen et al. (2004) werden die Virionen zu Endosomen transportiert 
und vor der Freisetzung degradiert. (Schematisiert aus Sadzot-Delvaux, C, Baudoux L, Defecheraux P, 
Piette J, Rentier B. (1993). Overview of the replication cycle of varicella-zoster virus. S. 21-42: In: Wolff 
MH, Schünemann S, Schmidt A. (Hrsg): Varicella-Zoster virus: molecular biology, pathogenesis and 
clinical aspects. Contributions to Microbiology. 3.Vol., Karger, Basel; Chen et al., 2004). 
Entsprechend werden die Viren in vivo in epidermalen Zellen nicht zu den Endosomen 
transportiert, da diese Zellen keinen MPR ausbilden (Chen et al., 2004; Gershon & 
Gershon, 2010). In vitro repliziert VZV dagegen in stark zellassoziierter Weise und ist 
im Überstand als zellfreies Virus nicht zu finden. 
2.3 Nahtlose und markerlose Erstellung von VZV-Mutanten 
Herpesvirale Genome, die als bakterielle artifizielle Chromosome (BAC) kloniert wur-
den, können mit der Methode der En passant-Mutagenese effizient manipuliert werden 
(Tischer et al., 2006). Durch eine vom bakteriellen Fertilitäts (F)-Plasmid abgeleitete 
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Sequenz können DNA-Segmente mit bis zu 300 kb stabil in Bakterien vermehrt und 
manipuliert werden (Shizuya et al., 1992). 
Der Vektor pBeloBAC11 basiert auf dem bakteriellen F-Plasmid und trägt außer den 
Genen oriS und repE (zur kontrollierten Weitergabe des Plasmids) und parA/B (zur 
Kontrolle der Kopienzahl) nur eine Chloramphenicol-Resistenz (Shizuya et al., 1992), 
und wird daher auch als „MiniF“-Vektor bezeichnet. Mit diesem in das Virusgenom inte-
grierten „MiniF“-Vektor können herpesvirale Genome als single copy BAC-Plasmid 
kloniert und gezielt und effizient rekombiniert werden (Messerle et al., 1997). Der 
Escherichia (E.) coli-Stamm GS1783, in dem das herpesvirale Genom manipuliert und 
vermehrt wird, stammt von dem E. coli-Stamm EL350 ab, der für die Rekombinations-
gene eines defekten λ-Phagen kodiert. Das red-Rekombinationssystem des λ-Phagen, 
dass durch einen temperatursensitiven Promotor reguliert wird, besteht aus den Genen 
exo und bet und wird durch gam unterstützt (Lee et al., 2001; Murphy et al., 1998). 
Gam verhindert, dass die bakterielle RecBCD-Nuklease von E. coli die inserierte 
Fremd-DNA zerschneidet, während die 5’-3’-Exonuklease Exo und das Einzelstrang-
DNA-Bindeprotein Bet für die Rekombinationsaktivität verantwortlich sind. Des Wei-
teren kodieren die Bakterien für die durch Arabinose induzierbare homing Endo-
nuklease I-SceI (Tischer et al., 2009). Diese Endonuklease besitzt eine Erkennungs-
sequenz von 18 bp, weshalb das Vorkommen einer zweiten I-SceI-Schnittstelle im 
Virus-Genom nahezu ausgeschlossen ist. 
Für die Durchführung der En passant-Mutagenese wird zunächst ein Transfervektor 
benötigt, das sich aus der zu inserierenden Sequenz und einem Selektionsmarker mit 
I-SceI-Schnittstelle zusammensetzt. (Abb. 4). Zunächst wird in einer Polymerase-
ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) über ein entsprechendes 
Oligonukleotid eine Sequenzduplikation von mind. 50 bp, die flankierend zu einer auf 
dem Vektor einmalig vorkommenden Schnittstelle ist, an die I-SceI-Erkennungs-
sequenz am positiven Selektionsmarker (psm) angehängt. Da beide Oligonukleotide 
am 5’-Ende die Sequenz der Schnittstelle tragen, kann das PCR-Produkt in diese 
inseriert werden. Dann wird mit diesem Transferkonstrukt als Matrize und ent-
sprechend synthetisierten Oligonukleotiden das PCR-Fragment für die erste homologe 
Rekombination amplifiziert. Dieses Fragment wird durch Sequenzüberhänge von 50 bp 
flankiert, die homolog zu der Insertionsstelle im Genom sind und über die das Produkt 
durch die erste Red-Rekombination in die Zielsequenz hineingebracht wird. Durch 
Temperaturerhöhung und Arabinose-Zugabe werden die Red-Gene und die Endo-
nuklease I-SceI induziert, wodurch es zum Doppelstrangbruch und zur zweiten Rekom-
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bination über die zuvor eingefügte Duplikation und damit zur Entfernung des Selek-
tionsmarkers kommt. 
 
Abb.4 Die En-passant-Mutagenese: Per PCR wird an einen Positiven Selektionsmarker (psm) mit I-SceI-
Schnittstelle eine 50 bp-Duplikation der ausgewählte Sequenz (sequence of interest, soi), die vor einer 
einzelnen Schnittstelle im Vektor (*) liegt, angefügt. Das hergestellte Amplifikat kann über die ebenfalls an-
gefügten, flankierenden Schnittstellen in die Restriktionsschnittstelle (*) eingefügt werden. In der En 
passant-PCR mit dem Transferkonstrukt als Matrize werden dem PCR-Produkt zur Insertionsstelle 
homologe Sequenzüberhänge von 50 bp angefügt, über die das PCR-Produkt in der ersten Red-Rekom-
bination in das Genom inseriert werden kann. Anschließend wird die DNA an der I-SceI-Schnittstelle 
geschnitten und über die Duplikation kommt es zur zweiten homologen Rekombination. Der Se-
lektionsmarker wird dabei entfernt und weitere Fremdsequenzen bleiben im Genom nicht zurück (adaptiert 
nach Tischer et al., 2006). 
So ist es möglich, das Genom quasi „im Vorbeigehen“ (französisch: en passant) zu 
verändern, so dass dabei keine weiteren Fremdsequenzen wie Selektionsmarker oder 
loxP-Rekombinase-Bindestellen zurück bleiben, wie es beim Cre/loxP-Rekombi-
nationssystem der Fall ist. Mit dieser Methode können gezielt Gene inseriert oder 
deletiert werden, oder ein einzelner Basenaustausch vorgenommen werden. 
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An den Genomenden herrscht während der Virusreplikation eine hohe Rekombi-
nationsfrequenz zwischen den homologen Bereichen. Durch Einfügen der „MiniF“-Se-
quenz zwischen die pac-Sequenzen am Genomende war es möglich, dass das Vektor-
rückgrat nach Transfektion in permissive Zellen im Rahmen der viralen DNA-Repli-
kation nach einigen Passagen in Zellkultur autonom aus dem Virusgenom entfernt wird 
(Wussow et al., 2009). Somit können Virusmutanten generiert werden, bei denen nur 
die gezielte Veränderung eingefügt wird, ohne dass operationale Sequenzen wie 
„MiniF“-Vektor oder Selektionsmarker in der rekombinanten Virusmutante zurück blei-
ben. 
2.4 Phasentypisch exprimierte VZV-Proteine  
Während der VZV-Latenz in sensorischen Ganglien des Menschen können die sechs 
typischen Transkripte für ORF4, ORF21, ORF29, ORF62, ORF63 und ORF66 
detektiert werden (Cohrs et al., 1996, 2003; Meier et al., 1993; Kennedy et al., 1999). 
Die ORF63-mRNA ist das am meisten exprimierte Transkript während der Latenz 
(Cohrs et al., 2000). Auch die entsprechenden Proteine können in latent infizierten 
Neuronen nachgewiesen werden (Cohrs et al., 2003; Lungu et al., 1998; Mahalingam 
et al., 1996). 
2.4.1 Der latent exprimierte Regulator 4p 
Der ORF4 ist essentiell für die virale Replikation und die Ausbildung der Latenz (Cohen 
et al., 2005; Sato et al., 2003). Das von ORF4 abgeleitete Protein IE4 oder 4p ist ein 
phosphoryliertes Tegumentprotein von 51 kDa (Defechereux et al., 1993), das sowohl 
durch das Virion in die Zielzelle eingebracht, als auch als IE-Protein sehr früh im Repli-
kationszyklus exprimiert wird. Wie IE62 und IE63 reguliert auch IE4 die Genexpression, 
indem es die α-Gene transaktiviert (Defechereux et al., 1997). Diese transaktivierende 
Funktion ist abhängig von einer Dimerisierung, die durch das GKYFKC-Hexapeptid im 
Cystein-reichen C-Terminus und durch zentrale Domänen im Protein vermittelt wird. 
Des Weiteren sind diese Domänen auch für die cytoplasmatische Lokalisation bzw. 
den Export aus dem Nukleus von 4p verantwortlich (Baudoux et al., 2000). Das Protein 
4p reguliert nicht nur direkt, sondern auch indirekt die Transkription, da es z.B. die 
transaktivierende Funktion von IE62 verstärkt (Defechereux et al., 1997). Der virale 
ORF4-Promotor wird wiederum von IE62 zusammen mit dem zellulären upstream 
stimulation factor transaktiviert (Michael et al., 1998). 
Das HSV-1-Homolog zu 4p von VZV ist das 63 kDa-Protein ICP27 (infected cell 
protein), das zu 28% in der Aminosäuresequenz mit 4p übereinstimmt (Davison & 
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Scott, 1986; Defecheraux et al., 1993; Perera et al., 1994). ICP27 weist mehrere 
Kernlokalisations-Sequenzen (nuclear localization sequence, NLS) auf. Durch ein 
Leucin-reiches Kern-Export-Signal (nuclear export signal, NES) im N-Terminus 
wechselt es zwischen Nukleus und Cytoplasma hin und her (Sandri-Goldin, 1998; Soli-
man et al., 1997). Dabei transportiert es HSV-1-Transkripte aus dem Nukleus ins Cyto-
plasma und hat somit regulatorische Funktion in der Genexpression. Dem Protein 4p 
fehlt ein solches NES im N-Terminus und es ist daher hauptsächlich im Cytoplasma 
lokalisiert (Baudoux et al., 2000). Der Export von 4p aus dem Zellkern in das Cytoplas-
ma erfolgt über einen von chromosome region maintenance 1 (Crm1) abhängigen 
Transport. Dieses Exportprotein Crm1 ist ein Ran-GTP-abhängiger Transporter, den 
auch RNA-Export-Proteine nutzen (Ullman et al., 1997). Auch ICP27 vermittelt viralen 
RNA-Transport aus dem Zellkern über das Exportin Crm1 (Soliman & Silverstein, 
2000). 
ICP27 nimmt auch Einfluss auf den Übergang von der IE-Phase in die E-Phase der In-
fektion, indem es das Spleißen von Prä-mRNAs verhindert und so die Gene für die 
Proteine ICP0, ICP22 und ICP47 runter reguliert (Sandri-Goldin & Mendoza, 1992). Bei 
VZV sind außer ORF42/45 keine Gene bekannt, die gespleißt werden (Davison und 
Scott, 1986), außerdem hat 4p nur eine transaktivierende Funktion, keine Repressions-
aktivität (Moriuchi et al., 1994). 
Speziell im C-Terminus sind ICP27 und 4p nahezu identisch in ihrer Aminosäurese-
quenz. Trotz der deutlichen Sequenzhomologie von insgesamt ca. 45% ist durch IE4 
aber keine funktionelle Komplementierung einer ICP27-Deletions-Mutante von HSV-1 
möglich (Defechereux et al., 1993; Perera et al., 1994; Moriuchi et al., 1994). Nach Mo-
riuchi et al. (1995) ist auch der N-Terminus von ORF4 für transaktivierende Funktionen 
wichtig. Diese Sequenz kann hingegen den N-Terminus von ICP27 in seiner Funktion 
ersetzen. ICP27 weist nahe des N-Terminus eine Sequenz ähnlich zu einer RGG-Box 
auf. Die RGG-Box ist ein RNA-bindendes Motiv, dass bei zellulären Proteinen vor-
kommt, die im mRNA- und tRNA-Metabolismus eine Rolle spielen. Dieses Motiv ist 
reich an Arginin- und Glycinresten und stellt eine NLS dar. Bei IE4 lässt sich keine 
RGG-Box finden, dafür besitzt es aber drei Arginin-reiche Domänen (Ra, Rb, Rc), von 
denen Rb und Rc mit Transkriptionsfaktoren interagieren. Im N-terminalen Bereich der 
Rb-Domäne befinden sich außerdem drei bZIP-Motive bzw. Leucin-Zipper-Motive, die 
im Allgemeinen bei der DNA-Bindung oder Protein-Dimerisierung eine Rolle spielen. 
Rb wie auch Rc spielen zwar für die Transaktivierung eine Rolle, nicht aber für die Di-
merisierung (Baudoux et al., 2000). Des Weiteren befindet sich innerhalb der Rb-
Domäne eine NLS, die ebenso wie das Exportprotein Crm1 am nukleocytoplasmati-
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schen shuttling des IE4 beteiligt ist, wenn auch nur in geringem Ausmaß (Baudoux et 
al., 2000). Trotz ihrer Ähnlichkeit in der Aminosäuresequenz und teilweiser Komple-
mentierung von ICP27 in der N-terminalen Region durch IE4, scheinen IE4 und ICP27 
keine homologen Funktionen zu besitzen. 
ICP27 ist zwar bei HSV-1 ebenso an der Ausbildung der Latenz beteiligt (Katz et al., 
1990), wird aber im Gegensatz zu IE4 nicht während der Latenz exprimiert. Während 
der frühen lytischen Phase lokalisiert IE4 im Nukleus und in der späteren Infektions-
phase dann hauptsächlich im Cytoplasma (Baudoux et al., 2000; Cohen et al., 2005). 
In latent infizierten Neuronen liegt IE4 cytoplasmatisch vor und ist erst nach der 
Reaktivierung wieder im Nukleus lokalisiert (Lungu et al., 1998). 
2.4.2 Die latent exprimierten Proteine 21p und 29p 
ORF21 umfasst 3,1 kb (Davison & Scott, 1986) und sein Genprodukt wird erst in der 
frühen Phase exprimiert. Das E-Protein 21p hat 115 kDa, aber die genaue Funktion ist 
noch unklar. Es ist zwar für die lytische Infektion und Replikation essentiell, aber nicht 
für die Ausbildung der Latenz (Xia et al., 2003). In VZV-infizierten Zellen ist 21p wie 
sein HSV-1-Homolog UL37 mit dem reifenden Nukleokapsid assoziiert (Mahalingam et 
al., 1998). Der ORF29 mit 3,6 kb kodiert für das etwa 130 kDa große virale Einzel-
strang-DNA-bindende Protein (major single-strand DNA-binding protein) (Kinchington 
et al., 1988, 1992). Das von ORF29 abgeleitete 29p ist wie 21p ein E-Protein und 
kommt nicht im Virion vor (Davison & Scott, 1986). Beide Proteine weisen zwar mög-
liche Phosphorylierungsstellen auf, werden aber während der lytischen Infektion nicht 
phosphoryliert (Cohrs et al., 2002). 
Wie sein HSV-1-Homolog ICP8 ist 29p für die Replikation notwendig und auch für die 
Latenz essentiell (Cohen et al., 2007; Kinchington et al., 1988; Ruyechan & Weir, 
1984). Ganglienzellen können aber auch ohne ORF29 lytisch infiziert werden (Cohen 
et al., 2007). Das Protein 29p besitzt zwar keine klassische NLS oder ein NES wie 
ICP8 (Kinchington et al., 1988; Rost & Liu, 2003; Taylor & Knipe, 2003), weist aber 
eine Kerntransport-Domäne im Bereich der Aminosäuren 9-154 auf, die direkt oder in-
direkt mit zellulären Karyopherinen interagiert, so dass 29p auf Ran-abhängigem Weg 
in den Nukleus transportiert wird. Karyopherin α1 und α2 sind für den Kerntransport not-
wendig, der unabhängig von anderen VZV-Faktoren erfolgt (Kamei et al., 1999; Moore 
& Blobel, 1993; Stallings & Silverstein, 2005). 
ORF21 wird durch einen IE62-abhängigen Promotor reguliert, der in der nicht-ko-
dierenden Region zwischen ORF20 und ORF21 liegt (Cohrs et al, 1998; Xia & Straus, 
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1999). Die Expression von ORF29 wird durch einen von zwei bidirektionalen 
orientierten, überlappenden Promotoren reguliert. Der andere Promotor übernimmt auf 
dem Gegenstrang die Regulation von ORF28, welcher die virale DNA-Polymerase ko-
diert (Meier & Straus, 1993; Yang et al., 2004). Von ORF29 wird ein polyadenyliertes 
4,2 kb-Transkript und ein kleineres Transkript mit 4,1 kb abgelesen (Meier & Straus, 
1993), während der Latenz ist aber nur das größere Transkript nachweisbar (Stallings 
et al., 2006). Das IE62 ist zur effizienten Expression von ORF29 notwendig, aber auch 
4p kann den divergenten Promotor transaktivieren (Meier & Straus, 1995; Meier et al., 
1994; Yang et al., 2004). 
Bei HSV-1 bilden die zu 21p und 29p homologen Proteine UL37 und ICP8 einen Kom-
plex. So eine Komplexbildung von 21p mit 29p konnte bei VZV allerdings nicht gezeigt 
werden. Denn während 29p und ICP8 von HSV-1 auf Aminosäure-Ebene zu 88% über-
einstimmen, sind 21p und UL37 dagegen in weniger als 10% der Aminosäure-Sequenz 
homolog (Cohrs et al., 2002; Shelton et al., 1990, 1994). 
Das Protein 21p ist während der lytischen Infektion sowohl im Nukleus als auch im Cy-
toplasma lokalisiert, 29p zeigt während der lytischen Infektion als DNA-Binde-Protein 
hauptsächlich eine nukleäre Lokalisation (Lungu et al., 1998; Stallings et al., 2006). In 
latent infizierten Zellen, in der kaum Genexpression statt findet, sind 21p und 29p auf 
das Cytoplasma begrenzt (Lungu et al., 1998). Nach der Reaktivierung lassen sich bei-
de Proteine wieder sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma nachweisen (Lungu et 
al., 1998; Stallings et al., 2006).  
2.4.3 Das „axonale Leitprotein“ 65p 
ORF65 ist eines der vier Gene ORF65-ORF68 und mit 309 bp der kleinste Leserah-
men der US-Region. Das davon abgeleitete 65p mit 11 kDa hat einen hydrophoben C-
Terminus und trägt zahlreiche N-terminale Serin- und Threonin-Reste (20%) als mögli-
che Phosphorylierungsstellen (Davison & Scott, 1986). Die Rolle von 65p ist für VZV 
noch nicht geklärt. Das Protein 65p ist zu US9 von HSV-1 homolog (Frame et al, 1986) 
und auch andere α-Herpesviren wie HSV-2, EHV-1 und PRV kodieren für ein homolo-
ges Protein (Brideau et al., 1998; Dolan et al, 1998; Telford et al, 1992). Im Gegensatz 
zu den homologen Genen bei HSV-1 oder PRV (Longnecker & Roizman, 1986; Met-
tenleiter et al, 1988) ist ORF65 weder in vitro noch in vivo für die Replikation 
notwendig. (Cohen et al., 2001; Niizuma et al., 2003). Infolge von Phosphorylierungen 
ist 65p als 16 kDa-Protein im Immunblot nachweisbar, und nicht mit den vorher-
gesagten 11 kDa. Das Protein 65p wird durch die zelluläre Casein-Kinase II phos-
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phoryliert und nicht durch die viralen Serin-Threonin-Proteinkinasen ORF47 und 
ORF66 (Cohen et al., 2001). 
Das Protein 65p zeigt eine Reihe von Ähnlichkeiten zu dem PRV-Homolog US9, wie 
die Lokalisation im Golgi-Apparat in infizierten Zellen oder die Typ II-Membran-
Topologie (Cohen et al., 2001). Entsprechend ragt der N-Terminus ins Cytosol und der 
C-Terminus liegt außerhalb der Plasmamembran. Die Typ II-Transmembrandomäne ist 
bei PRV-US9 und VZV-65p sowie den homologen Proteinen von HSV-1 oder EHV-1 
konserviert (Lyman et al., 2009). Auch weitere Domänen vor dem Transmembranmotiv 
sind bei PRV und VZV konserviert: ein Di-Leucin-Motiv, eine saure und eine basische 
Domäne. Die basische Domäne ist Arginin-reich und liegt direkt vor dem Transmem-
branmotiv. Der Austausch von zwei konservierten Tyrosinen zu Alaninen in der sauren 
Tyrosin- und Serin-reichen Domäne führt zum Abbruch des anterograden Transports 
der Strukturproteine von PRV. Auch eine Mutation der beiden Serine, die außerdem 
Phosphorylierungsstellen der Casein-Kinase II sind, hat Auswirkungen auf den viralen 
axonalen Transport des Virus und damit auf die neuronale Ausbreitung von PRV 
(Brideau et al., 2000b; Tomishima & Enquist, 2001). Dagegen hat eine Mutation im Di-
Leucin-Motiv keine Auswirkungen auf die anterograde, transneuronale Ausbreitung von 
PRV (Brideau et al., 1999, 2000b). Bei VZV-65p sind diese beiden Tyrosine (Y44, Y45) 
und Serine (S46, S48) konserviert, die bei dem PRV-Homolog (Y49, Y50, S51, S53) für 
die Ausbreitung im Nervensystem essentiell sind (Brideau et al., 2000b). Trotz der Ho-
mologie konnte VZV-65p sein PRV-Homolog US9 in PRV-Mutanten hinsichtlich des 
axonalen Transports nicht ersetzen (Lyman et al., 2009). 
2.4.4 Das Kapsidprotein 23p 
Das von ORF23 exprimierte Protein 23p ist eines der sechs Proteine, die das VZV-
Nukleokapsid bilden. In Analogie zu anderen Herpesviren wie HSV-1, HSV-2 oder 
Marek‘s-Disease-Virus sind außer ORF23 auch ORF20, ORF33, ORF33.5, ORF40 und 
ORF41 für die Bildung des VZV-Nukleokapsids notwendig (Cohen et al., 1980; del Rio 
et al., 2005; Gibson & Roizman, 1972; Kut & Raschaert, 2004). Für alle VZV-Kapsid-
proteine gibt es homologe HSV-1-Proteine (Chaudhuri et al., 2008). Das Protein 23p ist 
das kleinste der VZV-Kapsidproteine und homolog zu VP26 (UL35), dem kleinsten 
HSV-1-Kapsidprotein (Booy et al., 1994; McNabb & Courtney, 1992). Aufgrund der Se-
quenzhomologie wäre zu erwarten, dass die von ORF20, ORF23, ORF40 und ORF41 
abgeleiteten Proteine die äußere Schicht des VZV-Kapsids bilden. 
Die Aminosäuresequenz des 23p hat im Vergleich zu VP26 und den anderen UL35-ho-
mologen Proteinen doppelten Umfang. Während die erste Hälfte des Proteins konser-
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viert vorliegt, ist der C-Terminus von 23p deutlich länger und somit VZV-spezifisch 
(Chaudhuri et al., 2008). Im Gegensatz zu den latent exprimierten IE- bzw E-Proteinen 
4p, 21p und 29p ist 23p als Strukturprotein ein L-Protein und wird nur lytisch exprimiert. 
VP26 von HSV-1 wird ebenfalls erst spät im Replikationszyklus gebildet und kommt in 
mehreren phosphorylierten Formen vor (McNabb & Courtney, 1992). Auch 23p hat 13 
mögliche Phosphorylierungsstellen, weshalb 23p im Immunblot mit bis zu 30 kDa 
detektierbar ist, obwohl 26 kDa entsprechend der Aminosäuresequenz vorhergesagt 
sind (Chaudhuri et al., 2008). Im Bereich der Aminosäuren 229-234 im C-Terminus 
liegt ein SRSRRV-Motiv, das für die Kernlokalisation von 23p essentiell ist. Außer 23p 
besitzt nur 33.5p ebenfalls eine NLS und ist selbstständig im Nukleus lokalisiert. Beide 
Proteine können das große Kapsidprotein 40p in den Nukleus transportieren (Chaud-
huri et al., 2008). 
2.5 Axonaler Transport in Neuronen 
2.5.1 Aufbau und Funktion sensorischer Neurone 
Die besondere Aufgabe der Neurone liegt in der Aufnahme, Verarbeitung und 
Weiterleitung von Signalen. Nervenzellen sind typischerweise aus dem Zellkörper 
(Soma) und den Nervenleitern (Neuriten) aufgebaut. Die ankommenden Neuriten 
werden Dendriten genannt, die abgehenden Neuriten heißen Axone (Abb. 5). Neurone, 
die Signale erhalten und zum zentralen Nervensystem leiten, werden als sensorische 
Neurone bezeichnet. Die Zellkörper der sensorischen oder auch so genannten af-
ferenten Neurone sind in den Trigeminus- oder Spinalganglien konzentriert. Diese lie-
gen außerhalb des Zentralen Nervensystems und empfangen Reize aus den Organen 
und Sinnesorganen und leiten diese an das Zentrale Nervensystem, an das Rücken-
mark und Gehirn, weiter. Nervenzellen, die durch Endknöpfchen an den Axon-Enden 
mit Muskeln in Verbindung stehen und Reize vom Gehirn an die Muskeln übertragen 
und somit Bewegungen auslösen, werden Motorneurone oder auch efferente Neurone 
genannt. Je nach Anzahl der Axone und Dendriten wird zwischen unipolaren, bipolaren 
und multipolaren Neuronen unterschieden. Unipolare Neurone sind bei Wirbellosen be-
schrieben und besitzen nur ein Axon, das sich am Ende in Dendriten verzweigt, aber 
keine Dendriten, die vom Zellkörper ausgehen. Bipolare Neurone sind aus einem Axon 
und einem Dendriten aufgebaut. In den Spinalganglien sind die Neurone pseudo-
unipolar, d.h. die beiden Äste verschmelzen zu einem Neurit, von dem der Zellkörper 
abgeht und der sich dann in peripheres und zentrales Axon teilt. Die meisten der Neu-
rone sind aber multipolar (Abb. 5) und verfügen über ein Axon und viele Dendriten, die 
über den ganzen Zellkörper verteilt sind (Kandel, 1995). 
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Ein Reiz wird als elektrische Erregung (Aktionspotential) über die Nervenbahnen gelei-
tet. Von der Außen- zur Innenmembran herrscht ein elektrisches Ladungsgefälle, das 
durch eine unterschiedliche Verteilung von Kalium-, Natrium- und Chloridionen verur-
sacht wird. Dieses so genannte Ruhepotential wird durch Natrium-Kaliumpumpen in 
der Membran aufrechterhalten. Ein elektrischer Impuls führt zur Depolarisierung des 
Ruhepotentials, wodurch ein Aktionspotential ausgelöst wird. Dieses wird als elek-
trische Erregung über das Axon zum nächsten Neuron weitergeleitet, wobei zur Be-
schleunigung dieser Signalleitung die Axone meist mit Myelinscheiden umgeben sind. 
Diese Myelinscheiden werden von Gliazellen gebildet, die im Nervensystem stützende 
und Struktur gebende Funktionen übernehmen. Im peripheren Nervensystem bilden 
die Schwann-Zellen die Myelinscheiden, im zentralen Nervensystem sind es die Oligo-
dendrozyten. Während die Oligodendrozyten mehrere Axone mit Myelin versorgen, 
versorgt eine Schwann-Zelle dagegen immer nur ein Axon. Die Myelinscheiden werden 
durch Einschnürungen, die Ranvier‘schen Schnürringe, unterbrochen. Dort liegt das 
Axon frei und das Signal wird schnell vorwärts geleitet, indem es von Schnürring zu 
Schnürring springt. Zu den Gliazellen gehören auch die Astrozyten und die Mikroglia 
des zentralen Nervensystems. Die Mikroglia entfernen als Phagozyten z.B. abge-
storbene Nervenzellen. Die häufigsten Gliazellen sind die Astrozyten, die einen 
unregelmäßigen, sternenförmigen Zellkörper haben. Astrozyten bilden viele Fortsätze 
aus und stellen damit Kontakt zu Nervenzellen, dem Rückenmark oder Blutgefäßen 
her. Außerdem können sie restliches Kalium aufnehmen und so die Depolarisierung 
von Nachbarzellen verhindern (Kandel, 1995). 
Das Axon-Endknöpfchen der präsynaptischen Zelle und die signalempfangende, post-
synaptische Zelle bilden die Synapse. Durch Einstrom von Calciumionen in die prä-
synaptische Zelle werden Neurotransmitter durch Exocytose aus synaptischen Ve-
sikeln freigesetzt und der ankommende Impuls in ein chemisches Signal umgewandelt. 
Die freigesetzten Neurotransmitter wie Glutamat, Acetylcholin oder Noradrenalin wan-
dern über den synaptischen Spalt zur postsynaptische Zelle. Dort wird das chemische 
Signal wieder in ein Aktionspotential umgewandelt und weitergeleitet. Die Aminosäure 
Glutamat ist der wichtigste erregende Transmitter im Gehirn und Rückenmark. Dage-
gen haben γ-Aminobuttersäure und Glycin als Neurotransmitter eine hemmende Wir-
kung. Bei Bindung dieser Transmitter an die Rezeptoren in der postsynaptischen Zelle 
strömen mit den positiv geladenen Natrium- auch negativ geladene Chloridionen in die 
Zelle, was dazu führt, dass an der postsynaptischen Zelle kein Aktionspotential mehr 
ausgelöst wird, da der Effekt der Natriumionen neutralisiert wird (Alberts et al., 2002). 
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Abb. 5: Aufbau eines multipolaren Neurons: Ein Neuron besteht aus dem Zellkörper (Soma), den an-
kommenden Nervenfasern (Dendriten) und dem abgehenden Axon. Das Axon ist von Myelinscheiden 
umgeben, die in regelmäßigen Abständen eingeschnürt sind (Ranvier’scher Schnürring). 
2.5.2 Axonaler Transport 
Der axonale Transport von Zellbestandteilen, Vesikeln oder auch viralen Partikeln kann 
vom Soma des Neurons zur nächsten Zelle vorwärts (anterograd) oder von einer Zelle 
durch das Axon rückwärts zurück in den Zellkörper des Neurons gerichtet sein 
(retrograd). Dabei wird zwischen dem schnellen axonalen Transport mit einer Ge-
schwindigkeit von 50-400 mm/d und dem langsamen axonalen Transport mit 0,2-8 
mm/d unterschieden (Lasek et al., 1984). Auf dem schnellen Transportweg, der sowohl 
retrograd als auch anterograd stattfindet, werden Membranorganellen, kleine Vesikel 
und andere Zellbestandteile transportiert (Lasek et al., 1984). So wird der Nerven-
wachstumsfaktor (nerve growth factor, NGF), nachdem er von postsynaptischen Zellen 
gebildet und durch das Axon aufgenommen worden ist, retrograd zum Zellkörper trans-
portiert (Schwartz, 1995), während Neurotransmitter und ATPasen anterograd zum 
Axon-Ende bewegt werden (Lasek et al., 1984). 
Das Motorprotein Kinesin ist für den anterograden Transport verantwortlich, der 
retrograde Transport beruht dagegen auf dem Motorprotein Dynein (Goldstein & Yang, 
2000). Gebunden an Mikrotubuli führt Dynein retrograde Bewegungen zum negativen 
Ende der Mikrotubuli, zum Soma hin, aus. Kinesin ist der Gegenspieler zu Dynein und 
bindet ebenfalls an Mikrotubuli. Die Bewegungen sind zum positiven Ende der Mikro-
tubuli, zum Axon-Ende hin, ausgerichtet. Da Dynein im retrograden Transport über 
Kinesin dominiert, kann es auch anterograde Bewegung vermitteln, was sich auf die 
Transportgeschwindigkeit auswirkt (Gross et al., 2000; Ross et al., 2006; Smith, 2012). 
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Über den langsamen Transportweg, der auch als axoplasmatische Strömung bezeich-
net wird, werden keine Organellen, sondern Proteine der cytomplasmatischen Matrix 
mit 0,2-8 mm/d in anterograder Richtung bewegt (Brady & Lasek, 1982; Lasek et al., 
1984). Dazu gehören Proteine des Cytoskeletts und des Metabolismus. Dieser langsa-
me Transport unterteilt sich in die Komponente a (slow component a, SCa) mit 0,2-1 
mm/d und die Komponente b (SCb) mit 2-8 mm/d (Black & Lasek, 1980). Über den 
SCa-Weg werden entlang der Mikrotubuli Cytoskelett-Proteine wie Tubulin oder Neuro-
filamente bewegt (Brady et al., 1984; Hoffman & Lasek, 1980). Auf dem SCb-Weg 
werden z.B. Aktin, Clathrin oder Calmodulin sowie Enzyme aus dem Intermediärstoff-
wechsel wie die Pyruvat-Kinase in Richtung Axon transportiert (Black & Lasek, 1979; 
Brady et al, 1981; Garner & Lasek, 1981; Lasek et al, 1984). Diese axoplasmatische 
Strömung kommt nur in anterograder Richtung vor. 
2.5.3 Axonaler Transport des Varicella-Zoster-Virus 
Da humane sensorische Neurone in der Regel nicht verfügbar sind und die VZV-Infek-
tion tierischer Neuronen mit VZV weniger effizient ist, sind derartige Experimente 
erschwert (Steain et al., 2010). Experimente zum Transport von HSV und PRV in 
aviären oder Nager-Neuronen oder in Neuronen aus in vitro-differenzierten Stamm-
zellen zeigten, dass sich anterograd wie retrograd transportierte Viren bzw. Kapside 
nicht kontinuierlich bewegen, sondern sogar in die entgegengesetzte Richtung 
wechseln können (Antinone & Smith 2010; Smith et al., 2004). 
Zunächst wurde für den retrograden Transport von VZV analog zu HSV-1 nach Eintritt 
in die Axone in der Epidermis eine Geschwindigkeit von 200-400 mm/d angenommen, 
was in etwa 3,5 µm/s entspricht (Arvin, 1995; Schwartz, 1984). Zuletzt konnte die Ge-
schwindigkeit des retrograden VZV-Transports in Axonen Neuronen, die aus humanen 
embryonalen Stammzellen differenziert wurden, mit durchschnittlich 1,4 μm/s bestimmt 
werden (Grigoryan et al., 2012). Das ist schneller als bei PRV mit 0,7-1 μm/s (Liu et al., 
2008; Smith et al., 2001), aber doch deutlich langsamer als kürzlich mit 2 μm/s 
beobachtet (Antinone & Smith, 2010). Bei HSV-1 beträgt die Geschwindigkeit im 
Durchschnitt 1,3 μm/s, ein ähnlicher Wert wie bei VZV (Grigoryan et al., 2012). In 
unterschiedlichen Neuronentypen und abhängig von der Kulturmethode sind unter-
schiedliche Transportgeschwindigkeiten zu erwarten, dagegen sollten unterschiedliche, 
aber verwandte Alphaherpesviren unter ähnlichen Kulturbedingungen vergleichbare 
Transportgeschwindigkeiten zeigen (Grigoryan et al., 2012). 
Auch der anterograde Transportweg ist für VZV noch wenig untersucht. Bekannt ist, 
dass das VZV-65p die Funktion des homologen US9 im anterograden Transport der 
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Viruspartikel im PRV-Hintergrund nicht ersetzen kann (Lyman et al., 2009). Bei PRV 
besitzt neben dem US9 auch der Komplex aus den Glykoproteinen gE:gI eine wichtige 
Rolle in der anterograden Neuron-Zell-Ausbreitung, und eine Deletion von gE oder gI 
führt zu einem reduzierten anterograden Transport (Ch´ng & Enquist, 2005). Bei VZV 
spielt dieser Proteinkomplex gE:gI ebenfalls eine Rolle in der Neurovirulenz, die aber 
noch weitgehend ungeklärt ist. Das VZV-gI scheint ein aber ein neurotroper Faktor und 
essentiell für die Ausbreitung in Spinalganglien zu sein (Christensen et al., 2013).  
2.6 Ziele dieser Arbeit 
Die Mechanismen der Reaktivierung des VZV aus der Latenz sind noch wenig verstan-
den. Deswegen war das Ziel dieser Arbeit, Proteine, die während der Latenz exprimiert 
werden und solche, die an der axonalen Ausbreitung von Neuronen zurück in die Haut 
beteiligt sein könnten, unter ihrer Expression durch rekombinante Viren näher zu unter-
suchen. Mit dem zuvor als bakterielles artifizielles Chromosom klonierten VZV-Wildtyp-
Stamm HJO sollten diese ausgewählten Proteine mit dem grün fluoreszierenden Pro-
tein eGFP fusioniert und in Replikationskompetente Virusmutanten eingebracht wer-
den. Ziel war es, die Replikation dieser Viren und die Lokalisation der Proteine in per-
missiven Zellen und Neuronen aus der Ratte zu untersuchen. Durch eine 
Doppelmutante mit grün markiertem, so genanntem Axon-Leit-Protein 65p und rot 
markiertem Viruskapsid sollte auch die Beteiligung von 65p am axonalen Transport in 
lebenden Neuronen analysiert werden. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Material 
3.1.1 Plasmide, BACs und Viren 
Tab. 1: Plasmide, bakterielle artifizielle Chromosome und Varicella-Zoster-Viren 
Bezeichnung Kurzbeschreibung Referenz 
Plasmide   
pEP-EGFP-in Rekombinations-Plasmid mit durch Kanamycin-
Resistenzkassette unterbrochenem eGFP-Leserahmen  
Tischer et al., 2006 
pEP-mRFP1-in Rekombinations-Plasmid mit durch Kanamycin-
Resistenzkassette unterbrochenem mRFP-Leserahmen 
Tischer et al., 2006 
Bakterielle artifizielle Chromosome (BACs)  
pHJOpac Genom des Wildtyp-VZV-Isolats HJO, mit „MiniF“-Sequenz 
zwischen den Genomenden 
Wussow et al., 2009 
PG4 pHJOpac mit eGFP N-terminal an ORF4  
PG21 pHJOpac mit eGFP N-terminal an ORF21  
PG65 pHJOpac mit eGFP N-terminal an ORF65  
PG23 pHJOpac mit eGFP N-terminal an ORF23  
P21G pHJOpac mit eGFP C-terminal an ORF21  
P29G pHJOpac mit eGFP C-terminal an ORF29  
P65G pHJOpac mit eGFP C-terminal an ORF65  
PG65R23 pHJOpac mit eGFP N-terminal an ORF65 
und mRFP N-terminal an ORF23 
 
Viren  
PAC VZV HJO ohne „MiniF“-Sequenz nach Rekonstitution Wussow et al., 2009 
G4rVZV PAC mit N-terminal fusioniertem eGFP an ORF4 
G21rVZV PAC mit N-terminal fusioniertem eGFP an ORF21 
G23rVZV PAC mit N-terminal fusioniertem eGFP an ORF23 
G65rVZV PAC mit N-terminal fusioniertem eGFP an ORF65 
21GrVZV PAC mit C-terminal fusioniertem eGFP an ORF21 
29GrVZV PAC mit C-terminal fusioniertem eGFP an ORF29 
65GrVZV PAC mit C-terminal fusioniertem eGFP an ORF65 
G65R23rVZV PAC mit N-terminal fusioniertem eGFP an ORF65 
und N-terminal fusioniertem mRFP an ORF23 
3.1.2 Puffer und Lösungen 
Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders dargestellt, von Sigma (Taufkirchen), 
Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) in pro analysis-Qualität bezogen. Wasser 
bezieht sich immer auf steriles, destilliertes Wasser, wenn nicht anders erwähnt. 
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Tab. 2: Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese 
Bezeichnung Zusammensetzung 
1x Tris-Borat-EDTA-Puffer 
(TBE) 
89 mM 
89 mM 
2 mM 
Tris 
Borsäure 
Ethylendiamin-Tetraessigsäure, pH 8 
(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) 
Agarose-Gel 0,6-1%(w/v) Agarose (Life technologies, Darmstadt) in 1x TBE 
6x DNA-Ladepuffer 50% (v/v) 
10 mM 
0,25% (v/w) 
Glycerol (Gerbu, Heidelberg) 
EDTA, pH 8 
Bromphenolblau 
in Wasser 
Tab. 3: Lösungen und Puffer für Protein-Analysen 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Sammelgel (5%, 5 ml) 3,3 ml 
0,83 ml 
0,63 ml 
50 μl 
5 μl 
Wasser 
30% Acrylamid-Bisacrylamid-Mix (37,5:1) 
1M Tris-HCl, pH 6,8 
10% (w/v) Ammoniumpersulfat (Amresco, Solon, OH, USA)
TEMED  
Trenngel (8-12%, 5 ml) 1,6-2,3 ml 
1,3-2,0 ml 
1,3 ml  
50 μl 
 
50 μl 
2-3 μl 
Wasser 
30% Acrylamid-Bisacrylamid-Mix (37,5:1) 
1,5M Tris-HCl, pH 8 
10% (w/v) Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, 
SDS) 
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 
TEMED 
1x SDS-Laufpuffer 25 mM 
192 mM 
0,1% (w/v) 
Tris 
Glycin 
SDS 
1x Transferpuffer 25 mM 
192 mM 
10% (v/v) 
Tris 
Glycin 
Methanol 
pH ~ 8,3 
5x Laemmli-Puffer 312 mM 
10% (w/v) 
50% (v/v) 
25% (v/v) 
0,02% (w/v) 
Tris-HCl, pH 6,8 
SDS 
Glycerin 
ß-Mercaptoethanol  
Bromphenolblau 
Radioimmunpräzipitations-
test -Puffer 
(radio-immunoprecipitation 
assay, RIPA) 
50 mM 
150 mM 
5 mM 
1% (v/v) 
0,1%(v/v) 
0,5% (v/v) 
Tris-HCl, pH 7,5 
NaCl (J.T. Baker, Deventer, Niederlande) 
EDTA, pH 8 
Igepal CA-630 (Nonidet-P-40) 
SDS 
Na-Desoxycholat 
Proteinase-Inhibitor-
Cocktail-Puffer (7x PIC) 
1 Tablette 
 
1,5 ml 
cOmplete proteinase inhibitor cocktail gegen Serin 
Cystein- und Metalloproteasen (Roche, Mannheim) 
Wasser 
RIPA-PIC 1x RIPA-Puffer mit 1x PIC 
1x Phosphat-gepufferte 
Salzlösung (PBS) 
137 mM 
2,7 mM 
100 mM 
20 mM 
NaCl 
KCl 
Na2HPO4 
KH2PO4, 
pH 7,2-7,4 
PBS mit Tween20 (PBST) 0,05% oder 
0,1% (v/v) 
Tween20 in PBS 
Blockpuffer (PBSTM) 5% (w/v) Magermilchpulver in 0,1% PBST 
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Tab. 4: Lösungen und Puffer für DNA-Analysen 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Lösung I 10 mM 
25 mM 
5 mg 
EDTA, pH 8 
Tris-HCl, pH 8 
RNaseA (Fermentas/Thermo Scientific, Idstein) 
Lösung II 0,2 M 
1% (v/v) 
NaOH 
SDS 
Lösung III 3 M K-Acetat, pH 5,5 
10x PE-Puffer 500 mM 
100 mM 
15 mM 
0,01% (w/v) 
KCl 
Tris-HCl, pH 8,3 
MgCl2 
Gelatine, sterilfiltriert 
Lysepuffer 1x 
0,5% (v/v) 
0,7% (v/v) 
PE-Puffer 
Tween20 
Proteinase K (Roche) 
in Wasser 
3.1.3 Medien und Reagenzien 
Tab. 5: Bakterienmedien 
Bezeichnung Zusammensetzung 
LB-Medium (Luria broth) 10 g/l 
10 g/l 
5 g/l 
Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl pH 7 
LB Agar mit 
- Kanamycin 
- Chloramphenicol 
15 g/l 
30 μg/ml 
30 μg/ml 
Agarose in LB-Medium 
Kanamycin (in Wasser gelöst) 
Chloramphenicol (in Ethanol gelöst) 
Tab. 6: Reagenzien und Fertigmedien für die Zellkultur (U, unit , Aktivitätseinheit für Enzyme) 
Bezeichnung Konzentration Hersteller 
Ciprofloxacin (Ciprobay) 2 mg/ml Bayer (Leverkusen) 
Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium 
(DMEM) ohne L-Glutamin (“high glucose”) 
4,5 g/l Glucose PAA (Cölbe) 
DMEM mit L-Glutamin (“low glucose”) 1 g/l Glucose PAA 
Fötales Kälberserum (FKS) - PAA  
Gentamicin 10 mg/ml PAA 
L-Glutamin (100x) 200 mM PAA 
Laminin (Maus) 1 mg/ml Sigma  
Liberase (Blendzyme 1) 90 μg/ml Roche 
NGF (Maus) 2,5 S (grade II) 10 µg/ml Alomone (Jerusalem, 
Israel) 
OptiMEM - Life technologies 
(Darmstadt) 
PBS ohne Ca2+ und Mg2+ - PAA 
Penicillin/Streptomycin (P/S, 100x) 10.000 U/ml bzw. 10 mg/ml PAA 
Poly-L-Lysin Hydrobromid (70-150 MDa) 1 mg/ml Sigma 
Protein-Lipid-Komplex zu je 2,5 ml Biochrom (Berlin) 
TNB-100 3,86 g/l NaHCO3 Biochrom 
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Bezeichnung Konzentration Hersteller 
10x Trypsin(1:250)/EDTA 0,5% Trypsin, 0,2% EDTA Biochrom 
1x Trypsin-EDTA, mit Phenolrot 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA Life technologies 
Tab. 7: Gebrauchsmedien und Lösungen für die Zellkultur 
Bezeichnung Zusammensetzung 
3,5%-BSA-TNB TNB-Kulturmedium, 3,5% (w/v) bovines Serumalbumin 
(BSA), steril filtiriert 
D10 DMEM „high glucose”, 10% (v/v) FKS, 100 U/ml bzw. 100 
μg/ml P/S, 2 mM L-Glutamin 
D10C D10 mit 10 μg/ml Ciprofloxacin 
Einfriermedium FKS mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxid (Biomol, Hamburg) 
4% Paraformaldehyd 4% (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS, pH7,2 
PSGC-Puffer 5% (w/v) Sacharose, 0,1% (w/v) Na-Glutamat, 10% (v/v) 
FKS in 1x PBS 
TNB-Kulturmedium 50 ml TNB-100, 2 ml Protein-Lipid-Komplex, 400 U/ml 
bzw. 400 μg/ml P/S, 400 μM L-Glutamin 
TNB-NGF TNB-Kulturmedium, 100 ng/ml mouse NGF 
Zamboni-Fixativ 2% (w/v) Paraformaldehyd, 15% (v/v) gesättigte 1,2%ige 
Pikrinsäure in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,3 
3.1.4 Oligonukleotide 
Alle in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Fa. Biomers in Ulm 
synthetisiert. 
Tab. 8: Oligonukleotide (vor, Vorwärts-Orientierung; rev, reverse Orientierung)  
Kodierung Bezeichnung Sequenz (5´- 3´) 
1) En passant-Mutagenese (EPM) 
EPM1 eGFP-4 vor TCT TCA CAA ATA GTA GAC ACG TCT GGG TCG GTT GGA ATT 
GAA GCA GAG GCC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM2 eGFP-4 rev CGG AAG ATA CAG GCA ACT GCA AAC ACG CAA TTG TCA GAT 
ATT TTG CAG CCA TGG TGA GCA AGG GCG AGG A 
EPM3 eGFP-21 vor TGT AGC TTT TTC ATA TCA CGT TAT AAA GTT AAG TCA GCG 
TAG AAT ATA CCA TGG TGA GCA AGG GCG AGG A 
EPM4 eGFP-21 rev TTA CTT AAA TCA TCC AAA AGT TTT TGT GTA TCA TAA CAA 
ATT GGT TCT TCC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM5 eGFP-29 vor GTC ATT TGA CCC TGC CAA CAA CCC CCC ATT ATT ACG AGT 
ACT TCA CCA AAA TGG TGA GCA AGG GCG AGG A 
EPM6 eGFP29 rev ACG TAA CCC AGG GGC CCC GTG GGC ACT GTC ACA GTC TTC 
TGA GTA TTT TCC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM7 eGFP-65 vor GGT ATT AAA CAC TTT TAA ACT AGC CTG CTG GCC TTA CAA 
TCT GGA TTT CTA TGG TGA GCA AGG GCG AGG A 
EPM8 eGFP-65 rev GCT TCC ATC AGT AAG GCC ACG GCC TCA CCC TCC ATG GTG 
TTT TGT CCG GCC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM9 eGFP-23 vor GTG GTG GGG TTG CTG GGA TCA AAG ACT ACA CGA GAC GAT 
GCG GGT TGT GTC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
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Kodierung Bezeichnung Sequenz (5´- 3´) 
1) En passant-Mutagenese (EPM) 
EPM10 eGFP-23 rev CGC AGA TGT ACG TGT ATG CTG TTA TCG ATT GTC CCG TAA 
ACT AAT AAA CGA TGG TGA GCA AGG GCG AGG A 
EPM11 4-eGFP vor ATA CAA ATT AGT ATG TTT TGA CAA GCA TGA AAA AGG TAT 
TTT TTA TTT TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM12 4-eGFP rev AGC TCC TCG CCC TTG CTC ACG CAG TTA AAG GTA CTA CAC 
TTA AAA TAT TTA CCG TAT GGA CGG GCG TCA G 
EPM13 21-eGFP vor ATG TAG ATT TGC GTC TTG GCG TAC CCG GGA ATA CAA GTG 
GGA GTG ACC CTG TGA GCA AGG GCG AGG AGC T 
EPM14 21-eGFP rev ATA AAA ACC ACA AAT ACT TTA ATG TAC ATA AAC ACG CCT 
GTT TTA TAT TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM15 29-eGFP vor ATC TTA GTG GTA TTC CCA TAA AAC ATG GGA ACA TTA CAA 
TGG AAA TGA TTG TGA GCA AGG GCG AGG AGC T 
EPM16 29-eGFP rev TAC GTA CAC TCA CCC GCG TGT GGG CTT TAA TTG GAT AAA 
GAG GGA GGT TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM17 65-eGFP vor TGA CGG GAG CGG CCT TTG CCT TGG GAT ATA TAA CGT CAC 
AAT TTG TTG GAG TGA GCA AGG GCG AGG AGC T 
EPM18 65eGFP rev AAC TCT TCT TCC GTA TCC GTA GAT TCC GAG TCC TCG AAA 
TCG TCC ACT TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG C 
EPM19 mRFP-23 vor GTG GTG GGG TTG CTG GGA TCA AAG ACT ACA CGA GAC GAT 
GCG GGT TGT GTC AAG GCG CCG GTG GAG TGG C 
EPM20 mRFP-23 rev CGC AGA TGT ACG TGT ATG CTG TTA TCG ATT GTC CCG TAA 
ACT AAT AAA CGA TGG CCT CCT CCG AGG ACG T 
2) Sequenzierung (S) 
S1 eGFP-4 vor AAT GCA AAG TCA TCC GAA GG 
S2 eGFP-4 rev TGA CTA AAC ACG CCC ATT GC 
S3 eGFP-21 vor ATA ATG TTA GGT AGG AGG AGC C 
S4 eGFP-21 rev TGG TCT TTC GTT GTC CGC TTC 
S5 eGFP-29 vor GAC TAA GTG TAC CGA CGT G 
S6 eGFP-29 rev AAC CCA AAC CGT TCT CGA G 
S7 eGFP-65 vor GAT CCG ATT ATA AGA GGG CG 
S8 eGFP-65 rev ACC TAC GAG AGA TCC TGA CAC CC 
S9 eGFP-23 vor/ 
mRFP-23 vor 
TTC TGG CAT CAG CGA TGT 
S10 eGFP-23 rev/ 
mRFP-23 rev 
GAC ATA TGC CCT GTT CGT TG 
S11 21-eGFP vor ATT CTG GAC CTC AGA TGG G 
S12 21-eGFP rev ATA CAA ACG AAA CGC CCA G 
S13 29-eGFP vor AGC CAT GAC ACC ACA TCT AAC 
S14 29-eGFP rev ACT GTA AGC TGA ATG GTT GGA G 
S15 4-eGFP vor ATA TAT CCC CAA CGT CGC C 
S16 4-eGFP rev TCG TGT TGA ATG TAC CCT CTC 
S17 65-eGFP vor GTA TTT GCT ATG ACG GGA G 
S18 65-eGFP rev ACC TAC GAG AGA TCC TGA CAC CC 
S19 eGFP vor AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC 
S20 eGFP rev TCA CGA ACT CCA GCA GGA CC 
   
3 MATERIAL UND METHODEN 
 28
Kodierung Bezeichnung Sequenz (5´- 3´) 
3) Reverse-Transkriptase-PCR (RT) 
RT1 GAPDH vor GCA GGG GGG AGC CAA AAG GG 
RT2 GAPDH rev TGC CAG CCC CAG CGT CAA AG 
RT3 eGFP-21 rev TGG TCT TTC GTT GTC CGC TTC 
RT4 eGFP-4 rev AAT GCA AAG TCA TCC GAA GG 
RT5 eGFP-65 rev CGG TTG TAT GGC TGT TAT C 
RT6 eGFP-23 vor/ 
mRFP-23 vor 
TTC TGG CAT CAG CGA TGT C 
RT7 21-eGFP vor ATT CTG GAC CTC AGA TGG G 
RT8 29-eGFP vor AGC CAT GAC ACC ACA TCT AAC 
RT9 65-eGFP vor GTA TTT GCT ATG ACG GGA G 
RT10 mRFP-23 rev GAC ATA TGC CCT GTT CGT TG 
RT11 eGFP vor AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC 
RT12 eGFP rev TCA CGA ACT CCA GCA GGA CC 
3.1.5 Antikörper 
Tab. 9: Antikörper, deren Herkunft, eingesetzte Verdünnung und Hersteller (Ig, Immunglobulin) 
Bezeichnung Spezies, Verwendung, Verdünnung Hersteller 
primäre Antikörper   
VZV-Glykoprotein I  
(Anti-gI, monoklonal) 
Maus, Immunfluoreszenz, 1:800 Millipore (Billerica, MA, 
USA) 
ß-III-Tubulin (monoklonal) Maus, Immunfluoreszenz, 1:250 R&D Systems 
(Wiesbaden) 
Golgin 97 (monoklonal) Maus, Immunfluoreszenz, 1:200 Santa Cruz (Heidelberg) 
Anti-GFP (polyklonal) Kaninchen, Immunblot, 1:750 Gentaur (Aachen) 
Anti-RFP (monoklonal)  Maus, Immunblot, 1:750 Abcam (Cambridge, UK) 
ß-Aktin (monoklonal) Kaninchen, Immunblot, 1:500 CellSignalling (Danvers, 
MA, USA) 
sekundäre Antikörper   
Alexa Fluor®-488-konjugiert,  
anti-Maus-IgG (polyklonal) 
Ziege, Immunfluoreszenz, 1:1000 Life technologies 
Alexa Fluor®-568-konjugiert,  
anti-Maus-IgG (polyklonal) 
Ziege, Immunfluoreszenz, 1:1000 Life technologies 
Alexa Fluor®-350-konjugiert,  
anti-Maus-IgG (polyklonal) 
Ziege, Immunfluoreszenz, 1:250 Life technologies 
Meerrettich-Peroxidase-konjugiert 
(horse raddish peroxidase, HRP), 
anti-Kaninchen-IgG (polyklonal) 
Ziege, Immunblot, 1:8000 Dianova (Hamburg) 
HRP-konjugiert, anti-Maus-IgG 
(polyklonal) 
Ziege, Immunblot, 1:8000 Dianova 
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3.1.6 Zellkultur-Materialien 
Alle Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur wurden, wenn nicht hier dargestellt, von 
Greiner (Solingen) oder Sarstedt (Nümbrecht) bezogen. 
Tab. 10: Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Herkunft 
Deckgläschen 12 mm Hartenstein (Würzburg) 
Dispenser-Spitzen, 5 ml Hartenstein 
Flaschenaufssatz-Filter Millipore (Merck, Darmstadt) 
Glasbodenschälchen Willco Wells BV (Amsterdam, Niederlande) 
Glas-Pasteurpipetten Hartenstein (Würzburg) 
Mikrofluss-Kammern (Microfluidic chambers) Xona (Temecula, CA, USA) 
PCR-Röhrchen Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf) 
Rundfilter Hartenstein 
Sterilfilter 0,45 μm und 0,22 μm VWR (Darmstadt) 
3.1.7 Geräte 
Tab. 11: Geräte 
Gerät Hersteller 
Binokular MZ125 Leica (Wetzlar) 
CO2-Inkubator Hera Cell 240 Hereaus/ Thermo Scientific 
Einfrierbox (Cryo freezing Container) Nalgene/ Thermo Scientific 
Elektrophorese PowerSupply EPS301 GE Healthcare (Freiburg) 
Feinwaage BP 210 S Sartorius (Göttingen) 
Fluoreszenzmikroskop DM IL Leica  
Fluorimeter „Safire II“ Tecan (Crailsheim) 
Gel iX Imager Intas (Göttingen) 
Gene Pulser XCell BioRad (München) 
Heiz-Magnetrührer COMBIMAG RET IKA (Staufen) 
Image System LAS-300 (CCD-Kamera) Fuji (Tokio, Japan) 
Life Cell Imaging Mikroskop 81X Olympus (Hamburg) 
Konfokales Mikroskop LSM 510 Meta Zeiss (Jena) 
Multifuge 4KR Hereaus Thermo Scientific 
pH-Meter SevenEasy Mettler Toledo (Gießen) 
Photometer Eppendorf (Wesseling-Berzdorf) 
Präparationsbesteck Aesculap (Tuttlingen) 
Roller/Mixer Smart SRT9 BioCote (Wolverhampton, UK) 
Schüttelinkubator HT Multitron Infors (Basel, Schweiz) 
Semi-dry Blot-Apparatur TransBlot SD BioRad (München) 
SDS-Elektrophorese-Kammern Dual Gel Caster GE Healthcare  
Sterile Werkbank HeraSafe  Thermo Scientific 
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Gerät Hersteller 
Thermocycler T3000 Biometra (Göttingen) 
Thermomixer compact Eppendorf 
Tischzentrifuge Pico/Fresco  Heraeus/ Thermo Scientific 
Tischzentrifuge 5804 R Eppendorf 
Ultraschallgerät Sonifier 250 Branson (Fullerton, CA, USA) 
Vortexer Genius 3 IKA 
Waage EG KERN (Balingen) 
Wasserbad GRANT GLS 400 VWR (Darmstadt) 
3.2 Zellbiologische und virologische Methoden 
3.2.1 Zellkultur 
Als für VZV permissive Zellen dienten die humane Melanom-Zelllinie MeWo (von Prof. 
Charles Grose aus Iowa erhalten; Grose & Brunel, 1978) und primäre humane Fibro-
blasten, die aus Präputien Neugeborener oder Kleinkinder gewonnen wurden (humane 
Vorhaut-Fibroblasten, human foreskin fibroblasts, HFF). Die adhärenten Zellen wurden 
in Zellkulturflaschen in D10- bzw. D10C-Medium im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 
sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert und ein- bis zweimal pro Woche mit Tryp-
sin abgelöst und verdünnt ausgesät. 
3.2.2 Virusrekonstitution und Viruskultur 
Rekombinantes Virus wurde durch die Transfektion der hergestellten bakteriellen artifi-
ziellen Chromosome (bacterial artificial chromosomes, BACs) in permissive MeWo-Zel-
len rekonstituiert. Dazu wurde aus Bakterien isolierte BAC-DNA über Lipofektion in die 
MeWo-Zellen eingebracht. Die Zellen wurden tags zuvor in einer Flachboden-Platte mit 
sechs Kulturgefäßen (6er-Platte) mit 1x 106 Zellen pro Vertiefung ausgesät, die BAC-
DNA wurde per Maxi-Präparation nach Herstellerangaben (Qiagen, Hamburg) isoliert 
und über Nacht bei 4°C gelöst. Pro Vertiefung wurden 8 μl Lipofectamin2000 (Life 
technologies) mit 242 μl OptiMEM vermischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
zu einem Gemisch aus 4 μg DNA in 250 μl OptiMEM gegeben. Nach 20 min Inkubation 
bei Raumtemperatur wurde der 500 μl-Ansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben, 
deren Medium zuvor durch DMEM ohne Zusätze ausgetauscht worden war. Nach 24 h 
wurde das Medium ohne Zusätze gegen D10 gewechselt, nach weiteren 24 h wurden 
die Zellen aus drei Vertiefungen vereinigt und in eine Zellkulturflasche mit 175 cm2 
Kulturoberfläche (T175) überführt. Nach 6-8 d zeigten sich erste cytopathische Effekte 
(CPE). War dies nicht der Fall, wurden die Zellen ein weiteres Mal passagiert, damit 
die Rekonstitution und Virusreplikation begünstigt wurde. Nach erfolgreicher Transfek-
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tion wurde das Virus auf primäre Fibroblasten gebracht, indem MeWo-Zellen in T75-
Flaschen überinfiziert wurden, so dass 3-4 d nach Infektion (days post infection, dpi) 
etwa 90% der Zellen abgestorben waren. Durch Kokultivierung mit den restlichen infi-
zierten, überlebenden MeWo-Zellen wurden die Fibroblasten infiziert. 
VZV-infizierte Kulturen mit ca. 25-50% CPE wurden etwa 1-2 mal pro Woche mit Tryp-
sin abgelöst, verdünnt und auf zuvor ausgesäte, uninfizierte Zellen gegeben und durch 
Kokultivierung neu infiziert. Dabei wurden infizierte MeWo-Zellen in T75-Flaschen und 
HFF-Infekte in T25-Flaschen kultiviert. MeWo-Zellen in Passage 6-8 und mit etwa 60% 
CPE wurden 3-4 dpi geerntet und für die Wachstumskinetik in zehn Portionen zu je 1 
ml in Einfriermedium bei -80°C eingefroren. 
Zur Herstellung zellfreier Lysate nach Harper et al. (1998) wurden VZV-infizierte 
MeWo-Zellen 3-4 dpi in 2 ml PSGC-Puffer oder abgewandeltem Puffer mit TNB (TNB-
Kulturmedium mit 20% FKS, 10% Dimethylsulfoxid) aus T75-Flaschen abgekratzt und 
auf Eis für 6x 10 s bei 21 kHz mit 10 s Pause mit einer konischen Sonde sonifiziert. An-
schließend wurden die Zelltrümmer bei 1.000x g für 15 min bei 4°C abzentrifugiert und 
der Überstand wurde bei -80°C für mindestens eine Nacht vor der Infektion einge-
froren. Für die Infektion wurden die 2 ml-Lysate auf Eis aufgetaut und steril filtriert. 
Jeweils 250 μl wurden auf frisch ausgesäte sensorische Ratten-Neurone gegeben. Als 
Positivkontrolle wurden frisch gesplittete Fibroblasten mit 500 μl Lysat infiziert. Nach 
einer Passage der Fibroblasten oder 4-5 dpi waren neue CPEs zu erkennen. 
3.2.3 Kinetiken und Titrationen von Viren 
Für die Bestimmung der Infektiösität, also der Plaque-bildenden Einheiten (Plaque for-
ming units, PFU), wurden jeweils 2x 105 nicht infizierte MeWo-Zellen pro Vertiefung in 
500 μl D10-Medium in einer 24er-Platte ausgesät. Am nächsten Tag wurden jeweils 
100 μl der infizierten Zellen aus einer Verdünnungsreihe von 10-1 bis 10-5 aus zuvor 
eingefrorenen Proben für die Infektion in Quadruplikaten eingesetzt. Nach drei Tagen 
wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd in PBS für 20 min fixiert, zweimal mit PBS 
gewaschen und anschließend in PBS belassen. Für die PFU-Bestimmung des Wildtyps 
(WT) PAC, der kein fluoreszierendes Protein exprimiert, schloss sich eine Immun-
fluoreszenz-Färbung mit dem monoklonalen Primärantikörper Anti-gI gegen das Glyko-
protein I und dem Alexa Fluor-488-gekoppelten Sekundärantikörper gegen murines 
IgG an. Die CPEs der rekombinanten, eGFP bzw. mRFP exprimierenden Viren 
konnten direkt am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. 
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Für die Replikationskinetik wurden MeWo-Zellen in einer 6er-Platte mit 1x 106 Zellen 
pro Vertiefung ausgesät und an d 0 mit jeweils 50 PFU infiziert. Von d 1-5 wurden die 
Zellen aus jeweils einer Vertiefung geerntet und in 1 ml-Proben in Einfriermedium bei 
-80°C eingefroren. Die Titrationen von d 1-5 wurden analog zu der oben beschriebenen 
PFU-Bestimmung durchgeführt. Für jedes Virus wurden drei Röhrchen in Quadru-
plikaten in zwei unabhängigen Experimenten titriert und die Werte für jedes Experiment 
gemittelt. Die ermittelten PFU wurden logarithmisch zur Basis 10 dargestellt. Zum 
besseren Vergleich wurden die Werte zusätzlich normalisiert auf den Wert 1. 
3.2.4 Deckgläschen- und Glasbodenschälchen-Behandlung 
Die Deckgläschen für die Kultivierung sensorischer Ratten-Neurone zum Zwecke 
konfokaler Mikroskopie-Aufnahmen wurden zunächst für 30 min in 1 M HCl inkubiert 
und anschließend für 1 h in Wasser gewaschen. Nach 10 min Kochen in absolutem 
Ethanol wurden die Deckgläschen erneut für 2 h in Wasser gewaschen, bevor sie auto-
klaviert wurden. Nach der Trocknung wurden die Deckgläschen abgeflammt und mit 35 
μl Poly-L-Lysin und Laminin (je 10 μg/ml) für 2 h beschichtet, anschließend dreimal mit 
PBS gewaschen und wieder getrocknet. 
Für die Kultivierung und Infektion sensorischer Ratten-Neurone im Mikrofluss-Kammer-
System (microfluidic chamber-System) oder für die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden 
sterile Glasbodenschälchen mit 400 μl 1 M HCl für 30 min vorgereinigt, dann dreimal 
mit Wasser gewaschen und mit 400 μl absolutem Ethanol für 10 min behandelt. Nach 
drei Waschschritten mit Wasser wurden die Glasbodenschälchen getrocknet. Vor dem 
Aussäen der Neurone wurden die Glasbodenschälchen mit 150 μl Poly-L-Lysin plus 
Laminin (je 10 μg/ml) für 2 h beschichtet und anschließend dreimal mit Wasser gewa-
schen und getrocknet. Für die microfluidic chamber-Experimente wurden die Glasbo-
denschälchen über Nacht bei 4°C mit 70 μl Poly-L-Lysin (100 μg/ml) beschichtet. Nach 
dreimaligem Waschen mit Wasser wurden die runden Kammern (Abb. 6) auf das 
getrocknete Deckglas der Glasbodenschälchen gesetzt und mit 20 μl Laminin (100 
μg/ml) auf beiden Seiten der Kammer bei 37°C für etwa 2-3 h beschichtet. An-
schließende Waschschritte entfielen. 
3.2.5 Präparation und Infektion sensorischer Neurone von Ratten 
Die Präparation der Spinalganglien aus weiblichen Wistar-Ratten mit 100-160 g (Char-
les River, Köln-Sulzfeld) wurde nach Kress und Fickenscher (2001) durchgeführt. 
Nachdem die Wirbelsäule heraus genommen, in PBS gesäubert und der Länge nach 
aufgetrennt worden war, wurden die Spinalganglien in DMEM mit Gentamycin (50 
μg/ml) unter binokular-mikroskopischer Sicht heraus präpariert. Anschließend wurden 
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die Spinalganglien von Geweberesten befreit, bevor sie einmal für 30 min und an-
schließend für 45 min mit 90 μg/ml Kollagenase (Liberase) in DMEM mit niedriger 
Glucose-Konzentration bei 37°C inkubiert wurden. Danach wurden die Spinalganglien 
zweimal mit PBS gewaschen und 30 min mit Trypsin-EDTA behandelt. Nach drei 
Waschschritten mit DMEM-Gentamycin und zwei Waschschritten mit TNB-
Kulturmedium wurden die DRG mit einer feuerpolierten Pasteurpipette dissoziiert, in 
TNB-Kulturmedium mit 3,5% BSA bei 300 Umdrehungen pro Minute (rounds per 
minute, rpm) für 10 min bei 4°C sedimentiert, wiederum mit TNB-Kulturmedium 
gewaschen (5 min, 760 rpm, 4°C) und schließlich in 1.200 μl TNB-NGF (100 ng/ml) mit 
einer feuerpolierten Pasteurpipette resuspendiert. Die Neuronensuspension wurde als 
Tropfen auf Poly-L-Lysin und Laminin beschichtete Deckgläschen in 24er-Platten (je 80 
μl) oder auf Glasbodenschälchen (je 100 μl) gegeben. Für die Infektion durch Ko-
kultivierung mit infizierten primären Fibroblasten wurden 40 μl (ca. 1x 104 Zellen) der 
zuvor aus T25-Flaschen geernteten, mit PBS gewaschenen und in 2 ml TNB-NGF 
aufgenommen infizierten Fibroblasten in den Neuronen-Tropfen gegeben und für 4 h in 
diesem sehr kleinen Volumen inkubiert. Schließlich wurden 2 ml TNB-NGF in die Glas-
bodenschälchen bzw. 500 μl auf die Kulturen auf Deckgläschen gegeben. 
3.2.6 Sensorische Ratten-Neurone im Mikrofluss-Kammer-System 
Eine Mikrofluss-Kammer (microfluidic chamber; Abb. 6) hat vier Vertiefungen (A-D), je 
zwei davon sind durch einen Kanal miteinander verbunden. Durch Mikrokanäle stehen 
die beiden Hauptkanäle ebenfalls miteinander in Verbindung. Auf der somalen Seite 
(rechts, A+B) wurden die Neurone ausgesät, auf der axonalen Seite (links, C+D) wur-
den zu den durch die Mikrokanäle gewachsenen Axonen entweder infizierte Zellen für 
Experimente mit retrograder Infektion oder uninfizierte Zellen zur anterograden In-
fektion gegeben. Nach dem Waschen wurden die aus einer Ratte präparierten sen-
sorischen Neurone in 35 μl TNB-NGF mit einer feuerpolierten Pasteurpipette re-
suspendiert und 5 μl der Neuronensuspension wurden in die obere Vertiefung (A) der 
somalen Seite gegeben (etwa 300-600 Neurone pro Kammer). 
Das Herausziehen der Laminin-Lösung aus dem Hauptkanal durch die untere Vertie-
fung (B) erleichterte das Hineinfließen der Neurone in den Hauptkanal. Ca. 30-60 min 
nach dem Aussäen wurden die Vertiefungen der somalen Seite mit drei Tropfen (etwa 
100 μl) TNB-NGF befüllt. Zur Erhöhung des hydrostatischen Drucks auf der axonalen 
Seite wurden in diese Vertiefungen vier Tropfen (etwa 130 μl) TNB-Kulturmedium mit 
10x NGF-Konzentration gegeben, so dass das Wachstum der Axone auf die axonale 
Seite gelenkt wurde. 
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Abb. 6: Aufbau der microfluidic chamber: Je zwei Vertiefungen (A+B, C+D) sind durch Hauptkanäle mit-
einander verbunden. Diese Hauptkanäle wiederum stehen durch Mikrokanäle miteinander in Verbindung 
(HxBxL: 10 μm x 5 μm x 450 µm). 
Für den retrograden Infektionsweg wurden 3 d nach dem Aussäen der Neurone infi-
zierte Fibroblasten in die Vertiefungen der axonalen Seite gegeben. Dazu wurden 
Fibroblasten mit etwa 50% CPE aus einer T25-Flasche geerntet, gewaschen, in 1 ml 
TNB-NGF resuspendiert und 70 μl in jede Vertiefung gegeben (ca. 3x 104 Zellen). Da-
mit der hydrostatische Druck auf der somalen Seite erhöht und ein eventuelles Durch-
fließen infizierter Fibroblasten vermieden werden konnte, wurden etwa 50 μl TNB-NGF 
zum vorhandenen Medium in die Vertiefungen der somalen Seite gegeben. Für den 
anterograden Infektionsweg wurden die Neurone auf der somalen Seite mit 70 μl infi-
zierten Fibroblasten aus 1 ml TNB-NGF kokultiviert, nachdem das Medium entfernt 
worden war. Infizierte Fibroblasten waren 1 d zuvor in D10 auf der axonalen Seite 
ausgesät worden (ca 5x 104 Zellen/Vertiefung). Das Ergebnis des retrograden oder 
anterograden Infektionsweges wurde ab d 2 beobachtet und am Fluoreszenzmikroskop 
dokumentiert. 
3.2.7 Immunfärbungen 
Alle Wasch- und Färbeschritte fanden, wenn nicht anders erwähnt, bei Raum-
temperatur statt. Die für die Replikationskinetik mit dem WT-Virus PAC infizierten 
MeWo-Zellen wurden durch eine indirekte Immunfluoreszenz-Färbung sichtbar ge-
macht. Zunächst wurden die Zellen 3 dpi mit PBS gewaschen und anschließend mit 
2% Paraformaldehyd in PBS für 20 min fixiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS 
wurden die Zellen mit 1% Saponin (w/v) in PBS für 5 min permeabilisiert, wieder 
zweimal mit PBS gewaschen, und unspezifische Bindungsstellen der Zellen mit 10% 
FKS (v/v) in PBS als Blockpuffer für 1 h geblockt. Anschließend wurden die Zellen für  
1 h mit dem Primärantikörper Anti-gI in Blockpuffer mit 0,02% Natriumazid inkubiert, 
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dreimal für 5 min mit PBS gewaschen und 1 h mit dem Fluoreszenz-gekoppelten anti-
Maus Sekundärantikörper Alexa Fluor-488 in Blockpuffer gefärbt (Tab. 9). 
Für konfokale Aufnahmen der adhärenten Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesäte 
und infizierte MeWo-Zellen oder primäre Fibroblasten 3 dpi zunächst analog zu WT 
PAC-infizierten MeWo-Zellen fixiert und permeabilisiert. Anschließend wurden die 
Zellkerne für 20 min mit 4’,6-Diamidin-2’-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI, 2 μg/ml in 
PBS, Life technologies) angefärbt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die 
Zellen in Einbett-Medium ohne DAPI (Vectashield, Vector Laboratories, Peterborough, 
UK) auf Objektträgern eingedeckelt. Zur TGN-Anfärbung der Zellen, die mit G65rVZV 
bzw. 65GrVZV infiziert waren, wurden diese vor der DAPI-Behandlung einer Immun-
fluoreszenz-Färbung, wie für WT PAC-infizierte Zellen beschrieben, mit dem primären 
Antikörper Golgin 97 und dem Alexa Fluor-568-gekoppelten anti-Maus Sekundär-
antikörper unterzogen. 
Infizierte Neurone wurden 2-3 dpi vorsichtig mit PBS gewaschen, ohne die Zellen der 
Luft auszusetzen oder eintrocknen zu lassen, 20 min mit Zamboni-Fixativ fixiert und 
wieder vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,1% Triton 
X-100 in PBS für 5 min. Nach einem Blockierungsschritt für 1 h mit 10% (v/v) Ziegen-
serum (Dianova) in PBS als Blockpuffer wurden die Zellen 1 h mit dem Primär-
antikörper gegen ß-III-Tubulin in Blockpuffer inkubiert. Nach drei Waschschritten mit 
PBS für jeweils 5 min wurde der in PBS verdünnte Fluoreszenz-gekoppelte Sekundär-
antikörper Alexa Fluor-568 (gegen Kaninchen-Ig) ebenfalls für 1 h auf den Zellen 
gelassen, die Zellen wurden erneut gewaschen und anschließend im Einbett-Medium 
mit DAPI (Vectashield) eingedeckelt. Im Falle des „Zweifarben-Virus“ G65R23rVZV wur-
de der Alexa Fluor-350-gekoppelte anti-Kaninchen Sekundärantikörper verwendet. Die 
Kernfärbung erfolgte mit dem Farbstoff TO-PRO-3-Iodid (1 mM in Dimethylsulfoxid, Life 
technologies), der in einer Verdünnung von 1:1.000 in PBS für 15-20 min eingesetzt 
wurde und dessen Anregungsmaximum im infraroten Bereich bei 642 nm liegt. Die Zel-
len wurden nach dem Waschen mit PBS in Einbett-Medium ohne DAPI eingedeckelt. 
3.2.8 Mikroskopie 
Die Bilder zur Bestimmung der Lokalisationsmuster der jeweiligen Fusionsproteine 
wurden an einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss) mit einem 
40/4.1-Apochromat Öl-Objektiv aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit 1.024 x 
1.024 Pixel und einer Lochblenden-Einstellung von etwa 1-1,2 Airy units durchgeführt. 
Wenn die Airy Unit bei 1 liegt, ist das Verhältnis zwischen Signalstärke und Hinter-
grundrauschen optimal. Bei Werten über 1 wird mehr Licht durchgelassen, so dass die 
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Signalstärke zwar besser wird, die Aufnahmen werden aber weniger konfokal. Die Bil-
der wurden aus dem Mittelwert aus zwei bis vier Bildaufnahmen generiert (Scan 
Average), somit wurde die Bildqualität durch das Verbessern des Signal-Rausch-Ver-
hältnisses optimiert. Für die Aufnahmen im blauen Wellenlängenbereich (etwa 342-455 
nm) wurde der UV-Laser „Enterprise“ eingesetzt, für GFP-Aufnahmen im grünen Wel-
lenlängenbereich (etwa 488-519 nm) ein Argon-Laser. Zwei Helium-Neon-Laser wur-
den für die Detektion im roten (etwa 578-607 nm) und infrarot-nahen (etwa 642-661 
nm) Bereich verwendet. Kontrast und Helligkeit wurden nachträglich mit der LSM 
Image Browser Software (Zeiss) justiert. 
Für den Vergleich der Fluoreszenzstärken bzw. der Plaque-Morphologie wurden die 
CPEs auf Fibroblasten und MeWo-Zellen am Life cell Imaging-Fluoreszenzmikroskop 
(Olympus) mit GFP-Filter bzw. RFP-Filter untersucht und abgebildet. Auch die Betrach-
tung retrograder und anterograder Infektionsansätze sensorischer Ratten-Neurone im 
microfluidic chamber-System sowie die Beobachtung infizierter Neurone in Glasboden-
schälchen wurden am Fluoreszenzmikroskop durchgeführt. Des Weiteren diente das 
Fluoreszenzmikroskop der Auswertung der Kinetiken. 
3.3 Molekularbiologische Methoden 
3.3.1 En passant-Mutagenese 
Die Methode der En passant-Mutagenese (Tischer et al., 2006) wurde zur Fusion der 
Leserahmen für eGFP und mRFP an ausgewählte virale Proteine im BAC pHJOpac 
angewandt (Wussow et al., 2009). Das BAC pHJOpac trägt das Genoms des WT-
Stamms HJO, das zwischen den viralen DNA-Verpackungsstellen pac1+2 den vom 
bakteriellen F-Plasmid abgeleiteten „MiniF“-Vektor trägt, so dass das virale Genom in 
Bakterien als Einzelkopie-Plasmid stabil vermehrt und manipuliert werden kann. Die 
„MiniF“-Sequenz besteht nur aus Genen für die Weitergabe des Plasmids (oriS und 
repE), für die Kontrolle der Kopienzahl (parA/B) und für eine Chloramphenicol-Resis-
tenz. Über die En passant-Mutagenese wurden die eGFP- bzw. mRFP-Leserahmen in 
N- oder C-terminaler Position an ausgewählte virale Leserahmen von Genen der La-
tenz (ORF4, ORF21, ORF29), des kleinen Kapsidproteins (ORF23) und des so ge-
nannten „axonalen Leitproteins“ ORF65 fusioniert. 
Zunächst wurden eGFP- und mRFP-Fragmente per polymerase chain reaction (Poly-
merasekettenreaktion, PCR) amplifiziert. Dabei wurden durch entsprechende Oligo-
nukleotide (EPM-Oligonukleotide, Tab. 8) homologe 50 bp-Sequenzen flankierend zu 
der Insertionsstelle im Genom an das eGFP- bzw. mRFP-Fragment angefügt. Als 
Matrize diente das Plasmid pEP-EGFP-in, welches einen durch eine Kanamycin-
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Resistenzkassette mit I-SceI-Schnittstelle unterbrochenen eGFP-Leserahmen enthielt, 
oder das Plasmid pEP-mRFP-in für die entsprechende Amplifikation von mRFP. Die 
PCR-Produkte wurden über ein Agarosegel aufgetrennt, die Banden wurden ausge-
schnitten und über eine Anionenaustauscher-Chromatografie-Säule (Nucleospin 
Extract II, Macherey-Nagel, Düren) gereinigt. Durch Elektroporation wurden diese 
DNA-Fragmente für die erste Rekombination in die E. coli Zellen GS1783 eingebracht, 
ein abgeleiteter EL350 E. coli-Stamm, der für die Gene exo, beta und gam des de-
fekten Prophagen λ unter einem temperatursensitiven Promotor kodiert. Gam verhin-
dert, dass die RecBCD Nuklease von E. coli die inserierte Fremd-DNA zerschneidet, 
während die Exonuklease exo und das Einzelstrang-DNA-Bindeprotein bet für die Re-
kombinationsaktivität verantwortlich sind. Zellen des E. coli-Stamms GS1783, die 
pHJOpac oder ein anderes Ausgangs-BAC enthielten, wurden wie folgt elektrokom-
petent gemacht. Zunächst wurden die E. coli Zellen in 50 ml LB-Medium mit Chlor-
amphenicol als Antibiotikum (im Verhältnis 1:20 aus einer Über-Nacht-Kultur) bis zu 
einer optischen Dichte (OD) von 0,5-0,7 angezogen, anschließend für 15 min in einem 
42°C-Wasserbad zur Induktion der Rekombinationsgene des defekten λ-Phagen inku-
biert und anschließend für 20 min im Wasser-Eis-Bad abgekühlt. Nach dreimaligem 
Waschen mit 10% (v/v) eiskaltem Glycerin (5 min, 4.500x g, 0°C) wurden die Bakterien 
in 50 ml (1/100 Volumen) 10% Glycerin resuspendiert und in Proben zu 50 μl entweder 
sofort für die Elektroporation verwendet oder im Ethanol-Trockeneisbad schockge-
froren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Elektrokompetente Zellen wurden 
mit 100 ng frischem PCR-Produkt in einer Küvette mit 1 mm Spaltbreite mit 1,5 kV/cm2, 
25 μF und 200 μΩ elektroporiert, 2 h bei 32°C in 1 ml LB geschüttelt und auf Kanamy-
cin-Chloramphenicol-Platten ausplattiert. 
Nach 48 h bei 32°C wurden Einzelklone mittels Kolonie-PCR, Restriktionsfragment-
längen-Polymorphismus-Analyse (restriction fragment length polymorphism, RFLP) 
und Sequenzierung durchsucht. Entsprechende Klone wurden über Nacht in LB-Me-
dium mit Chloramphenicol und Kanamycin angezogen. Für den zweiten Rekombi-
nationsschritt wurde daraus am nächsten Tag eine Hauptkultur nur mit Chlor-
amphenicol angeimpft. Nach 3-4 h bei 32°C wurde durch Zugabe von 1% Arabinose für 
1 h die Restriktionsendonuklease I-SceI induziert und das BAC-Genom an der I-SceI-
Schnittstelle geschnitten. Anschließend wurden bei 42°C für 30 min die Rekombinasen 
des defekten λ-Phagen induziert und die Kanamycin-Kassette durch einen weiteren 
homologen Rekombinationsschritt über die in den eGFP- bzw. mRFP-Leserahmen ent-
haltenen Sequenzduplikationen entfernt. Nach weiteren 3-4 h Schütteln bei 32°C wur-
den die Bakterien auf Platten mit Chloramphenicol und Arabinose ausplattiert. Wie 
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nach der ersten Rekombination wurden Klone mit Kolonie-PCR, RFLP und Sequen-
zierung auf den korrekten Einbau der Fusionsgene überprüft. 
3.3.2 DNA-Isolation 
Kleine DNA-Mengen für RFLP-Analysen wurden durch alkalische Lyse isoliert („Mini-
Präp“). Dazu wurden 5 ml Bakterienkultur mit entsprechendem Antibiotikum über Nacht 
bei 32°C angezogen und bei 3.500 rpm für 10 min abzentrifugiert. Die Bakterien wur-
den in 300 μl Lösung I resuspendiert (Tab. 4), nach Zugabe von Lösung II wurde der 
Ansatz invertiert und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Präzipitation von 
Zelltrümmern und chromosomaler DNA wurden 300 μl Lösung III dazugegeben, die 
Proben wurden wiederum invertiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Die BAC-DNA wur-
de durch Zugabe von 800 μl Isopropanol gefällt, bei Raumtemperatur für 20 min bei 
13.000 rpm sedimentiert und mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen (13.000 rpm, 15 
min, Raumtemperatur). Anschließend wurde die DNA in 52 μl Wasser aufgenommen 
und bei Raumtemperatur durch vorsichtiges Schütteln gelöst. 
Zum Einsatz in Transfektionen wurde BAC-DNA in größeren Mengen (500ml) mit dem 
Maxi-Kit nach Herstelleranleitung isoliert (Qiagen) und die DNA in 80-100 μl molekular-
biologisch reinem Wasser (Eppendorf) über Nacht bei 4°C gelöst. Für die sequenzielle 
Analyse von Virus-DNA aus permissiven humanen Zellen nach der Rekonstitution wur-
den während den ersten Virus-Passagen infizierte Zellen geerntet (1-5x 106 Zellen) und 
mit 1 ml PBS gewaschen (5 min, 6500 rpm, Raumtemperatur). Die Zellen wurde in 500 
μl Lyse-Puffer (Tab. 4) für 90 min bei 56°C lysiert und die Proteinase K anschließend 
für 15 min bei 95°C inaktiviert. Für die PCR wurde 1 μl des Lysats eingesetzt. 
3.3.3 Restriktionsfragment-Analyse 
Zur Überprüfung der gezielten Genfusionen im BAC-klonierten Virusgenom wurden die 
entsprechenden Klone über Nacht in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika kulti-
viert und die BAC-DNA durch „Mini-Präp“ gewonnen. Die sedimentierte und ge-
trocknete DNA wurde in 52 μl molekularbiologisch reinem Wasser durch vorsichtiges 
Schütteln gelöst und in 20 μl-Ansätzen mit 17 μl DNA, 2 μl 10x Enzym-Puffer und 1 μl 
Enzym über Nacht oder für mindestens 6 h bei entsprechender Temperatur verdaut 
oder direkt in 50 μl Restriktionsenzym-Verdauansätzen gelöst (BAC-DNA-Sediment, 
2,5 μl Enzym, 5 μl 10x Puffer, 42,5 μl Wasser) und geschnitten. Eingesetzte Enzyme 
waren BamHI, HIndIII, EcoRV, PstI, PvuII, SalI und SmaI (Fermentas/Thermo Scien-
tific) sowie BsrGI (NEB, Ipswich, MA, USA). Von der verdauten DNA wurden 10 μl zu-
sammen mit 2 μl 6x Ladepuffer auf ein 0,6%iges Agarosegel aufgetragen und für etwa 
24 h bei 40 V aufgetrennt. 
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion 
Durch PCR wurden DNA-Fragmente für die Klon-Identifikation, zur Sequenzierung 
oder für die En passant-Mutagenese amplifiziert. Standardmäßig wurden 50 μl-Ansätze 
benutzt, die sich wie folgt zusammensetzten: 1x PCR-Puffer, 2 mM MgCl2, 200 μM 
dNTP-Mix (alle Fermentas/Thermo Scientific), je 1 μM Oligonukleotid, 1 U Taq-Poly-
merase (Thermo Scientific) und 250-500 ng DNA. Die PCR wurde in der Regel unter 
folgenden Bedingungen durchgeführt: Initialer Denaturierungsschritt für 4 min bei 95°C, 
dann 25-30 Zyklen mit Denaturierung für 30 s bei 95°C, Oligonukleotid-Anlagerung 
(Annealing) bei 55°C für 30 s und Elongation bei 72°C mit 1 kb/min, letzter Synthese-
schritt für 10 min bei 72°C, dann 4°C. Die Annealing-Temperatur (Tm) wurde 
gegebenenfalls mit dem Tm-Calculator von Finnzymes ermittelt und angepasst 
(www.finnzymes.com/tm_determination.html). 
Für Amplifikate mit minimaler Fehlerrate zum Einsatz in der En passant-Mutagenese 
wurde die Phusion-Polymerase (Finnzymes, Thermo Scientific) in 50 μl-Ansätzen ein-
gesetzt: 1x HF-Puffer mit 1,5 mM MgCl2, 200 μM dNTP-Mix, je 0,5 μM je Oligonukleotid 
(EPM-Oligonukleotide, Tab. 8), 1 U Phusion-Polymerase. Das PCR-Programm um-
fasste folgende Schritte: Initialer Denaturierungsschritt (98°C, 30 s), dann 30-35 Zyklen 
bei 98°C für 10 s, 30 s bei 55-65°C, 30 s/kb bei 72°C und finaler Elongationsschritt für 
10 min, dann 4°C. Die erforderliche Schmelztemperatur für das Annealing wurde mit 
dem Tm-Calculator (www.finnzymes.com/tm_determination.html) von Finnzymes er-
mittelt. 
3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese 
PCR-Fragmente für die En passant-Mutagenese, die RT-PCR oder für Sequenzierun-
gen wurden über Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Entsprechende Mengen 
Agarose wurden für 0,8-1% (w/v) Agarosegele in 1x TBE-Puffer aufgekocht, mit 
Ethidiumbromid (2 μg/ml) versetzt und in Gelkammern gegossen. Ein Fünftel eines 
DNA-PCR-Ansatzes oder die Hälfte eines PCR-Ansatzes aus cDNA (complementary 
DNA, komplementäre DNA) wurde mit 6x Ladepuffer versetzt und im Gel aufgetrennt. 
Fragmente für die En passant-Mutagenese wurden im Gesamtansatz im Agarosegel 
aufgetrennt, ausgeschnitten und über eine Anionenaustauscher-Säule (Macherey-
Nagel) gereinigt, bevor 1 μl des Eluats zur Mengenbestimmung erneut über ein Agar-
osegel aufgetrennt wurde. Die Bandenmuster wurden unter ultraviolettem Licht mit Hil-
fe der CCD-Kamera detektiert und dokumentiert. 
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3.3.6 Sequenzierungen 
Für Sequenzierungsreaktionen wurde das BigDye Kit v1.1 (Applied Biosystems, Life 
technologies) verwendet. Der zu überprüfende Genabschnitt wurde per PCR ampli-
fiziert und über eine Säule nach Herstellerangaben aufgereinigt (Macherey-Nagel). 
Anschließend wurde das Fragment in 30 μl molekularbiologisch reinem Wasser eluiert 
und die Menge im Agarosegel abgeschätzt. Von dem PCR-Produkt wurden 25-50 ng 
als Matrize in einem 10 μl-Gesamtansatz mit 1 μl 5x BigDye-Puffer und 0,5 μM je 
Oligonukleotid eingesetzt (S- Oligonukleotide, Tab. 8). Die PCR-Bedingungen waren: 
Initiale Denaturierung bei 96°C für 1 min, dann 24 Zyklen mit 96°C für 10 s, 50°C für 5 
s und 4min bei 60°C, anschließend 4°C. Die Sequenzierungen wurden im Kapillar-
sequenzer des Instituts für Klinische Molekularbiologie durchgeführt und die Aus-
wertungen erfolgten mit der Software Vector NTI Contig-Express (Life technologies). 
Ein Verfahren des next generation sequencing wurde angewandt, damit die Richtigkeit 
der viralen Sequenz des im BAC pHJOpac klonierten VZV-Genoms im Vergleich zu 
der Sequenz des ursprünglichen WT-Isolats HJO verifiziert werden konnte. Dazu wur-
de BAC-DNA von pHJOpac mittels Maxi-Präparation aus E. coli GS1783 isoliert und 
am Institut für Klinische Molekularbiologie durch die Arbeitsgruppe von Dr. Hemmrich-
Stanisak sequenziert (Ilumina, San Diego, CA, USA). Die Sequenz wurde mit dem Inte-
grative Genome Viewer (IGV, Broad Institute, www.broadinstitute.org/igv/) ausge-
wertet, mit den Sequenzen des HJO und pHJOpac verglichen und abweichende 
Sequenzen auf ihre möglichen Auswirkungen überprüft. 
3.3.7 RNA-Präparation 
Für die Analyse der Mutanten auf Transkriptionsebene wurde RNA aus infizierten Zel-
len nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) isoliert. Die infizierten 
MeWo-Zellen wurden 3-4 dpi aus T75-Flaschen in 4 ml PBS abgekratzt, bei 6.500 rpm 
und 4°C für 10 min abzentrifugiert, anschließend schockgefroren und bei -80°C gela-
gert. Für die RNA-Isolation wurden die Proben in 1 ml Trizol-Reagenz (Life technolo-
gies) resuspendiert, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und nach Zugabe von 200 μl 
Chloroform für 15 s geschüttelt, bevor das Gemisch wieder für 2-3 min bei Raum-
temperatur inkubiert wurde. Zur Phasentrennung wurde der Ansatz bei 13.000 rpm und 
4°C für 15 min zentrifugiert. Die wässrige Phase mit der RNA wurde zur Fällung in ein 
neues Reaktionsgefäß mit 500 μl Isopropanol überführt. Nach Inkubation für 10 min bei 
Raumtemperatur wurde die präzipitierte RNA bei 13.000 rpm und 4°C für 15 min 
sedimentiert, mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen (8.000 rpm, 4°C, 10 min) und in 30 μl 
Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser (Life technologies) auf Eis gelöst. Nach 
spektralphotometrischer Konzentrationsbestimmung mit 1 OD = 40 μg/μl RNA wurde 
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die RNA mit DNase I (Roche) behandelt. In 50 μl-Ansätzen wurden 16 μg RNA zusam-
men mit 1x Puffer und 5 U DNase I sowie 20 U RNase-Inhibitor (Fermentas/Thermo 
Scientific) für 20 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die DNase I bei 75°C für 
10 min inaktiviert. Die restliche RNA wurde bei -80°C gelagert. 
3.3.8 Reverse-Transkriptase-PCR 
Für die Umschreibung der RNA in cDNA wurden folgende 40 μl-Ansätze verwendet. 
Zum Ausschluss einer Kontamination durch genomische oder virale DNA wurde dabei 
parallel pro Ansatz eine Kontrolle ohne Reverse Transkriptase (-RT) mitgeführt: 25 μl 
DNase I behandelte RNA, 1 μg Oligo(dT)12-18 (Life technologies) und 500 µM dNTP-Mix 
(Fermentas/Thermo Scientific) wurden für 5 min bei 65°C inkubiert, dann auf Eis ab-
gekühlt und mit 5x Transkriptions-Puffer und 5 mM Dithriothreitol (beide Life tech-
nologies) versetzt. Nach 2 min bei 42°C wurde zu den +RT-Ansätzen 200 U Super-
Script-II-RT (Life technologies) gegeben und die RNA bei 42°C für 50 min in cDNA um-
geschrieben. Anschließend wurde die RT bei 70°C für 15 min inaktiviert. Die Negativ-
Kontrollen blieben ohne RT. 
Tab. 12: Annealing-Temperaturen für den Nachweis der Fusionsgene bzw. eGFP 
Fusionsgen Annealing-Temperatur 
eGFP-ORF4 64,3°C 
eGFP-ORF21 68,8°C 
eGFP-ORF65 58,6°C 
eGFP-ORF23 65,7°C 
ORF21-eGFP 62,0°C 
ORF29-eGFP 61,9°C 
ORF65-eGFP 57,7°C 
eGFP 68,2°C 
Die PCR für den Nachweis der Fusionsgene wurde in 20 μl-Ansätzen mit der Phusion-
Polymerase durchgeführt: 2 μl (1/10 Volumen) cDNA, 1x HF-Puffer, 200 μM dNTP-Mix, 
je 0,5 μM je Oligonukleotid (RT- Oligonukleotide, Tab. 8), 0,4 U Phusion-Polymerase. 
Die Schmelztemperatur wurde im Finnzyme Tm-Calculator ermittelt 
(www.finnzymes.com/tm_determination.html). Für die Synthese wurden 1 kb/30 s an-
gesetzt. Als Positivkontrolle wurden immer Ansätze zum Nachweis des Haushaltsgens 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mitgeführt, als Negativ-
Kontrolle wurde auf eGFP im WT PAC getestet. Das PCR-Programm umfasste 
folgende Schritte: 98°C für 1 min zur initialen Denaturierung, dann 35 Zyklen mit 98°C 
für 10 s, X°C für 30 s (Tab. 12), 72°C für 35 s und finaler Syntheseschritt für 10 min, 
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dann 4°C. Für den GAPDH-Nachweis wurde das PCR-Programm nach einem 
zweistufigen Protokoll durchgeführt: Initiale Denaturierung bei 98°C für 1 min, dann 25 
Zyklen bei 98°C für 10 s, Annealing und Synthese bei 72°C für 25 s, als finaler Schritt 
72°C 10 min, anschließend 4°C. Die Annealing-Temperaturen für die verschiedenen 
Fusionsgene sind in Tab. 12 zusammengefasst. 
3.3.9 Proteinisolation und Immunblot-Analyse 
Zur Untersuchung des viralen eGFP- oder mRFP-Fusionsproteins wurden infizierte 
MeWo-Zellen aus einer T75-Flasche in 4 ml PBS abgekratzt (ca. 6x 106 Zellen/ml) und 
bei 13.000 rpm und 4°C für 5 min abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 300 μl RIPA-
PIC-Puffer (Tab. 3) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer wurden 
bei 13.000 rpm und 4°C für 20 min sedimentiert und das Proteinlysat in 50 μl-Proben 
bei -80C° gelagert. Die Proteinmengenbestimmung wurde mit dem Quick Start Brad-
ford Protein-Assay Kit (BioRad, München) durchgeführt. In drei parallelen Ansätzen 
wurde pro Probe in einer 96-Flachbodenplatte 1 μl Protein-Lysat zu 149 μl Wasser ge-
geben, mit 150 μl Nanoquant-Lösung gemischt und 5 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die Absorption wurde spektralphotometrisch bei λ=595 nm am Fluorimeter 
Safire II gemessen. 
Von dem Lysat wurden 100 μg (als Ausnahme 30 µg aus Lysat G4rVZV-infizierter 
Zellen) mit 1x Laemmli-Puffer gemischt und bei 95°C für 10 min erhitzt (Laemmli, 
1970). Die Proteine wurden abhängig von ihrer molekularen Masse durch eine 8-
12%ige, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufge-
trennt. Als Größenstandard wurde der „Prestained“ oder der „Prestained Plus“ 
Proteinmarker (Thermo Scientific) verwendet. Als GFP-Positivkontrolle diente ein Lysat 
aus GFP-überexprimierenden HeLa-Zellen. Für die RFP-Positivkontrolle wurde ein Ly-
sat aus Cytomegalovirus-infizierten primären Fibroblasten verwendet, die ein pUL35a-
mRFP-Fusionsprotein exprimierten (beides von Gregor Maschkowitz zur Verfügung ge-
stellt). Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine im Semi-dry-Blotverfahren bei 
12 V für 30-40 min auf eine 8 x 6 cm große Nitrocellulose-Membran (Hybond C, GE 
Healthcare, Freiburg) übertragen. Die Membranen wurden in 5% PBSTM (Blockpuffer) 
für 1 h oder über Nacht bei 4°C geblockt und mit dem in Blockpuffer verdünnten Pri-
märantikörper über Nacht bei 4°C oder 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (Tab. 9). 
Nach mehrmaligem Waschen für 30 min mit 0,05% PBST wurden die Membranen für  
1 h bei Raumtemperatur mit HRP-gekoppeltem Sekundärantikörper in 5% PBSTM 
inkubiert (anti-Kaninchen-IgG für den GFP-Nachweis, anti-Maus-IgG für den RFP-
Nachweis, Tab. 9) und anschließend mehrmals mit 0,05% PBST gewaschen. Die Pro-
teinbanden wurden mit den Pico/Femto-Chemilumineszenz-Kits (Pierce, Rockford, IL, 
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USA) detektiert und mit der CCD-Kamera dokumentiert. Für den ß-Aktin-Nachweis 
wurden dieselben Proteinproben parallel auf ein zweites Gel aufgetragen und mit ein-
em ß-Aktin-Antikörper und dem sekundärem anti-Kaninchen HRP-Antikörper detektiert. 
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4 ERGEBNISSE 
4.1 Herstellung rekombinanter Viren 
4.1.1 Recombineering an latent exprimierten Leserahmen 
Damit Proteine, die auch während der VZV-Latenz exprimiert werden, hinsichtlich ihrer 
Lokalisation und Funktion in infizierten permissiven Zellen und sensorischen Neuronen 
untersucht werden konnten, wurde der Leserahmen für das grün fluoreszierende 
Protein eGFP aus der Qualle Aequorea victoria innerhalb des VZV-Genoms an aus-
gewählte, latent exprimierte Leserahmen fusioniert, und zwar an ORF4, ORF21 und 
ORF29. Zum Vergleich wurde auch eine Fusion von eGFP an ORF23 einbezogen, das 
als Kapsidprotein nur während der lytischen Infektion gebildet wird. ORF4, ORF21 und 
ORF29 sollten sowohl C- als auch N-terminal mit eGFP fusioniert werden. Denn einer-
seits konnten aus der Literatur kaum Angaben über eine zu präferierende Position ent-
nommen werden, und andererseits erlaubten herkömmliche plasmidische Expressions-
vektoren keine Aussage darüber, inwiefern die Veränderungen des exprimierten Pro-
teins die Virusreplikation beeinflussen. Da für das Protein 23p aus früheren Arbeiten 
dieser Arbeitsgruppe bereits bekannt war, dass eine Fusion am N-Terminus des viralen 
Proteins keinen gravierenden Einfluss auf die Virus-Replikation nimmt, wurde eGFP 
nur an diesem Ende von ORF23 angefügt. Da das 23p aufgrund der Sequenzhomo-
logie zu den HSV-1 Kapsidproteinen vermutlich die äußere Schicht des Nukleokapsids 
bildet (Chaudhuri et al., 2008), ist anzunehmen, dass so das N-terminale eGFP auf der 
Außenseite des Viruskapsides lokalisiert ist. Mit der Strategie der En passant-Muta-
genese (Tischer et al., 2006) konnte der eGFP-Fusionsanteil sehr effizient in das als 
BAC klonierte Virusgenom (Wussow et al., 2009) eingefügt werden, das in Bakterien 
vergleichsweise einfach manipuliert werden kann. Die Methode der En passant-Muta-
genese besteht aus zwei aufeinander folgenden homologen Rekombinationsschritten. 
Durch die erste Red-Rekombination wird eGFP zusammen mit einem Selektions-
marker an die gewünschte Sequenz in das Virusgenom eingebracht, und in einem 
anschließenden zweiten Red-Rekombinationsschritt wird der Selektionsmarker ent-
fernt, so dass nur eGFP im Genom zurück bleibt, ohne weitere Fremdsequenzen zu 
hinterlassen. 
In Vorarbeiten war der Transfervektor pEP-EGFP-in durch PCR erstellt worden, der 
eine Kanamycin-Reistenzkassette mit I-SceI-Schnittstelle innerhalb des eGFP-Lese-
rahmens enthält, sowie eine Sequenzduplikation von 72 bp, die in den eGFP-Lese-
rahmen eingefügt worden war (Tischer et al., 2006). Im ersten Schritt der En passant-
Mutagenese wurde eGFP von dem Plasmid pEP-EGFP-in als Matrize amplifiziert.
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Abb. 7: En-passant-Mutagenese zum Einbringen von eGFP in ausgewählte ORFs in das BAC 
pHJOpac, am Beispiel für eine C-terminale Fusion an ORF29. Mit dem Transfervektor pEP-EGFP-in 
als Matrize und den Oligonukleotiden EPM15 und EPM16 wurde ein PCR-Produkt hergestellt, das flankie-
rende Sequenzen trug, die zur entsprechenden Insertionsstelle homolog waren, wie es hier am Beispiel für 
den C-Terminus von ORF29 dargestellt ist. Der eGFP-Leserahmen liegt im PCR-Produkt durch eine Kana-
mycin-Resistenzkassette geteilt vor. Nach dem Einbringen des PCR-Fragments durch Elektroporation in 
die Bakterien kam es zur ersten homologen Rekombination in der das PCR-Fragment in das Virusgenom 
integriert wurde. Durch Arabinose wurde die Endonuklease SceI induziert, deren Schnittstelle an der 
Kanamycin-Kassette liegt. Es kam zur zweiten homologen Red-Rekombination über die zuvor in eGFP 
eingefügte Sequenzduplikation, wodurch die Kanamycin-Kassette vollständig entfernt wurde, so dass 
eGFP C-terminal fusioniert an ORF29 vorlag. Ebenso entstanden rekombinante BACs mit eGFP N-und C-
terminal an ORF4, ORF21 sowie am N-Terminus von ORF29 und ORF23. 
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Dabei entstand ein Fragment, das eGFP mit der Kanamycin-Resistenzkassette enthielt 
und durch Sequenzüberhänge von 50 bp flankiert wurde, die homolog zu der geplanten 
Insertionsstelle waren (Abb. 7). Die erste Rekombination erfolgte nach dem Einbringen 
des gereinigten PCR-Produktes durch Elektroporation in E. coli GS1783, welche das 
WT-BAC pHJOpac enthielten. 
Anschließend wurde in ausgewählten Klonen die Expression der Restriktionsendonukl-
ease I-SceI durch Arabinose-Zugabe induziert und das Genom an der Schnittstelle 
geschnitten. Durch die zweite Rekombination über die zuvor eingefügte Sequenz-
Duplikation (Abb.7, grün gestrichelte Markierungen) ließ sich die Kanamycin-Kassette 
wieder entfernen. Die BACs, in denen eGFP an ORF4, ORF21 und ORF29 am N- und 
C-Terminus bzw. N-terminal an ORF23 fusioniert vorlag, wurden PG4 und P4G, PG21 
und P21G, PG29 und P29G sowie PG23 genannt. Zur Überprüfung des korrekten Ein-
baus des eGFP-Leserahmens in die unterschiedlichen Positionen an den ver-
schiedenen ORFs wurden die BAC-Genome auf spezifische RFLPs untersucht. Jede 
Insertionsvariante wurde mit mindestens zwei verschiedenen Enzymen überprüft. Die 
durch den Verdau mit entsprechenden Enzymen erstellten Bandenmuster der rekombi-
nanten BACs wurden mit dem des WT pHJOpac verglichen. 
 
Abb. 8: EcoRV-RFLP-Analyse der hergestellten BACs. Die isolierte BAC-DNA der rekombinanten 
BACs und von pHJOpac wurde mit EcoRV verdaut und die Banden wurden im Agarosegel aufgetrennt. 
Das Bandenmuster zeigte die erwarteten Größenunterschiede einzelner Fragmente im Vergleich zum WT 
pHJOpac. Die betroffenen Banden sind mit weißen Pfeilköpfen markiert. Invertierte Grauton-Darstellung. 
Mit EcoRV konnten alle unterschiedlichen Mutanten mit einem einzigen Restriktionsen-
zym verdaut und ein im Vergleich zum WT pHJOpac verändertes Bandenmuster er-
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stellt werden (Abb. 8). Bei dem BAC PG4 wechselte das entsprechende EcoRV-
Fragment, auf dem ORF4 liegt, durch den Einbau des eGFP-Leserahmens von 1,9 kb 
auf 2,6 kb und bei P4G von 6,3 kb auf 7,0 kb. Die beim WT beobachtete 4,9 kb-Bande 
erschien beim BAC PG21 bei 5,4 kb, während bei P21G das EcoRV-Fragment statt bei 
9,1 kb jetzt bei 9,8 kb lag. Da sich eGFP-ORF23 und eGFP-ORF29 zusammen auf ei-
nem Restriktionsfragment von EcoRV befanden, entstanden sowohl für PG23 als auch 
PG29 die gleichen Bandenmuster mit einem 10,8 kb-EcoRV-Fragment statt vorher 
10,1 kb. Dagegen ergab sich durch den Einbau von eGFP an den C-Terminus von 
ORF29 für P29G ein anderes Bandenmuster. Das 3,5 kb-Fragment wies durch die 
Integration von eGFP nun 4,2 kb auf. Jedes DNA-Fragment, das durch das inserierte 
eGFP vergrößert wurde und damit im Gel höher lief, wurde mit einem weißen Pfeilkopf 
markiert (Abb.8). 
 
Abb. 9: RFLP-Analysen der hergestellten BACs mit einem zweiten Enzym. Nachweis der erfolg-
reichen Manipulation der BACs mit einem zweiten Enzym. Die veränderten Bandenpositionen sind mit 
weißen Pfeilköpfen markiert. Abbildung in invertierter Darstellung. 
Zur weiteren Bestätigung der korrekten Insertion wurde für jedes BAC ein zweites 
RFLP-Muster im Vergleich zum WT pHJOpac erstellt. Die BACs PG4 und P4G wurden 
zusätzlich mit PstI verdaut (Abb. 9), während die ORF21-Fusionen mit BamHI überprüft 
wurden. Mit PvuII konnte die Insertion von eGFP am N-Terminus von ORF29 und mit 
PstI die C-terminale Fusion an ORF29 nachgewiesen werden. Das BAC PG23 wurde 
zur weiteren Überprüfung der eGFP-Insertion mit SalI verdaut. Die RFLP-Analysen 
zeigten für alle BACs, bei denen eGFP in das Genom eingebaut worden war, nach der 
ersten (Daten nicht dargestellt) und der zweiten Red-Rekombination die Bandenver-
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schiebungen, die durch den Einbau des 714 bp umfassenden eGFP-Leserahmens er-
wartet wurden.  
4.1.2 Rekonstitution der Virusmutanten 
Nachdem durch RFLP- und nachfolgender Sequenz-Analyse der korrekte Einbau des 
eGFP bestätigt war, wurden die jeweiligen BACs in die permissive humane Melanom-
Zelllinie MeWo transfiziert. Etwa fünf bis zehn Tage nach der Transfektion entwickelten 
sich die ersten CPEs. Allerdings kam es auch vor, dass die Rekonstitution erst nach 
weiteren Passagen der transfizierten Zellen erfolgte, z.B. bei 4GrVZV oder 29GrVZV. Da-
gegen blieb die Virus-Rekonstitution aus dem BAC PG29 erfolglos, denn auch nach 
mehreren Transfektionsversuchen und Passagen ließ sich dieses Virus nicht rekonsti-
tuieren. Aus dem BAC P4G konnte zwar das Virus hergestellt werden, aber das Virus 
replizierte sehr langsam und konnte nicht stabil in Kultur gehalten werden. Die re-
kombinanten Viren, die sich erfolgreich rekonstituieren und in Zellkultur passagieren 
ließen, wurden mit G4rVZV (N- terminale Fusion), G21rVZV, 21GrVZV (N- und C-terminale 
Fusion), 29GrVZV sowie G23rVZV benannt. Die Übergangsbereiche zwischen viraler und 
inserierter DNA wurden für diese Viren aus gesamtzellulärer DNA aus MeWo-Zellen 
durch PCR bestätigt. 
Zur Bestätigung der Genfusion auf Transkriptionsebene wurde aus infizierten Zellen 
isolierte RNA zunächst mit Dnase I behandelt, damit eventuell vorhandene kontaminie-
rende chromosomale bzw. virale DNA degradiert werden konnte, bevor die RNA in 
cDNA umgeschrieben wurde. Zum Ausschluss von Resten genomischer oder viraler 
DNA wurde parallel immer ein Kontrollansatz ohne reverse Transkriptase mitgeführt. 
Als Positivkontrolle dienten Transkripte der zellulären GAPDH. Für jedes Fusionsgen 
lag die erwartete PCR-Fragmentgröße bei etwa bei 800-900 bp, das Fragment für 
GAPDH umfasste etwa 540 bp. Alle Fusionsgene wurden positiv auf die korrekte Fu-
sion mit eGFP getestet. Der eGFP-Nachweis im WT PAC blieb wie erwartet negativ 
(Abb. 10). 
Nach dem RNA-Nachweis sollten die Fusionsprodukte auch auf Proteinebene 
nachgewiesen werden. Infizierte MeWo-Zellen wurden hierfür abzentrifugiert und 
lysiert. Zunächst wurden 100 μg Protein (30 µg aus Lysat G4rVZV-infizierter Zellen) per 
SDS-PAGE nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt, dann auf eine Membran über-
tragen und anschließend mit einem GFP-Antikörper detektiert (Abb. 11). Als Mock-
Kontrolle diente ein Lysat uninfizierter MeWo-Zellen und als Positivkontrolle wurde 
Lysat von Hela-Zellen eingesetzt, die eGFP überexprimiert hatten. 
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Abb 10: Nachweis der eGFP-Fusion auf Transkript-Ebene. Die RNA wurde aus infizierten MeWo-Zel-
len isoliert und mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Mit Oligonukleotiden, die im entspre-
chenden viralen Leserahmen und im eGFP-Bereich anlagerten, konnte die Fusion auf RNA-Ebene nach-
gewiesen werden. Bei allen Fusionsgenen ergab sich eine Bandengröße von etwa 800-900 bp. Die zellu-
läre Kontrolle GAPDH lief bei etwa 540 bp. +: mit RT, –: ohne RT. Invertierte Darstellung der Banden.  
Als zelluläre Positivkontrolle diente ß-Aktin mit 43 kDa. Das eGFP umfasst 27 kDa und 
aufgrund der Proteingröße des 4p mit 51 kDa war das Fusionsprotein G4 wie erwartet 
bei etwa 80 kDa zu detektieren. Das Protein von ORF21 hat 115 kDa. Die Bande von 
21G lief leicht niedriger bei etwa 135 kDa, was der erwarteten Größe des Fusions-
proteins entsprechen könnte. Für das N-terminale Fusionsprotein G21 konnte eine 
Bande bei nur etwa 130 kDa detektiert werden. Mit 130 kDa ist 29p hier das größte 
VZV-Protein, es konnte als Fusionsprotein aber nur mit etwa 145 kDa dargestellt wer-
den. 
 
Abb. 11: Nachweis der Fusionsproteine im Immunblot. Nach der Auftrennung in der SDS-PAGE wur-
den die im Rahmen der Virusreplikation exprimierten Proteine mit dem GFP-Antikörper auf der Membran 
detektiert. Jedes Fusionsprotein zeigte die erwartete Bandengröße. Als Mock-Kontrolle wurden uninfizierte 
MeWo-Zellen eingesetzt, als Negativkontrolle diente Lysat von WT PAC-infizierten Zellen, als 
Positivkontrolle (GFP-Ko) wurde eGFP aus Hela-Zell-Lysat detektiert. Als zelluläre Positivkontrolle wurde 
ß-Aktin nachgewiesen. Invertierte Darstellung der Banden.  
Das Protein 23p zeigt aufgrund der variablen Phosphorylierungen Banden von 26-30 
kDa im Immunblot. Mit dem GFP-Antikörper konnte eine Bande bei 55 kDa detektiert 
werden, was etwa 28 kDa für den 23p-Anteil entspricht. Das Fusionsprotein G4 konnte 
als besonders stark exprimiertes virales Protein nachgewiesen werden, da die Fusions- 
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protein-Bande trotz geringer eingesetzter Proteinmenge (erkennbar an der schwachen 
ß-Aktin-Bande) sehr deutlich war. 
Von den sieben hergestellten BACs konnten sechs rekombinante Viren in MeWo-
Zellen rekonstituiert werden, aus PG29 ließ sich kein Virus herstellen. Nur ein rekombi-
nantes Virus (4GrVZV) war in der Replikationsfähigkeit zu stark eingeschränkt und 
konnte deshalb in Zellkultur nicht stabil passagiert werden. Bei den fünf passagier-
baren Viren G4rVZV, G21rVZV, 21GrVZV, 29GrVZV und G23rVZV konnten sowohl die Fusions-
gene als auch die Fusionsproteine nachgewiesen werden. 
4.1.3 VZV mit grün markiertem 65p und rot markiertem Kapsidprotein 
Das Protein 65p ist zu US9 von PRV homolog, das dort für den axonalen Transport der 
Viruspartikel essentiell ist. Zur Überprüfung, ob 65p bei VZV eine ähnliche Funktion 
hat, wurde 65p ebenfalls am C- und N-terminalen Ende mit eGFP fusioniert.  
 
Abb. 12: En passant-Mutagenese zur Herstellung der BACs PG65 und P65G. Mit dem Plasmid pEP-
EGFP-in als Matrize wurden PCR-Produkte hergestellt, die zur entsprechenden Insertionsstelle im BAC 
pHJOpac homologe, flankierende Sequenzen von 50 bp trugen. Der Leserahmen eGFP liegt im PCR-
Produkt durch eine Kanamycin-Kassette unterbrochen vor. Nach der Elektroporation der Bakterien mit die-
sem PCR-Fragment kam es zur ersten homologen Rekombination und das PCR-Fragment wurde in das 
virale Genom integriert, entweder N- oder C-terminal an ORF65. Durch Arabinose wurde die Endo-
nuklease I-SceI induziert und es kam zur zweiten homologen Red-Rekombination, in der die Kanamycin-
Kassette vollständig entfernt wurde, so dass eGFP entweder C- oder N-terminal fusioniert an ORF65 
vorlag. 
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Die Herstellung der rekombinanten BACs wurde entsprechend zu den vorherigen En 
passant-Mutageneseschritten durchgeführt (Abb. 12). 
Aus früheren Untersuchungen war bereits bekannt, dass das Kapsidprotein 23p in Axo-
nen infizierter, kultivierter Ratten-Neurone nachgewiesen werden kann. Damit eine 
mögliche Kolokalisation von 65p mit 23p in Neuronen direkt untersucht werden konnte, 
wurde zusätzlich ein „Zweifarben“-Virus hergestellt, mit eGFP N-terminal fusioniert an 
65p und mRFP am N-Terminus von 23p. Dazu wurde in dem BAC PG65 der Lese-
rahmen ORF23 mit dem mRFP-Leserahmen am N-terminalen Ende fusioniert und das 
BAC PG65R23 hergestellt (Abb.13). 
 
Abb. 13: En passant-Mutagenese zur Herstellung des BACs PG65R23. Analog zu PG23 wurde mRFP 
N-terminal an ORF23 angefügt, so dass das BAC PG65R23 entstand, mit eGFP fusioniert an ORF65 und 
mRFP N-terminal fusioniert an ORF23. 
Der G65-Hintergrund wurde für das „Zweifarben“-Virus gewählt, da die Fluoreszenz 
des N-terminalen eGFP deutlich stärker war als das C-terminale eGFP im 65p-Fu-
sionsprotein. Aufgrund der vorhergesagten Topologie dieses Membranproteins ent-
spricht die G65-Variante der intrazellulären Lokalisation des eGFP-Fusionsanteils. 
Durch den Verdau mit zwei unterschiedlichen Enzymen wurden die RFLPs der rekom-
binanten BACs mit dem des WT pHJOpac verglichen (Abb. 14). Da der eGFP-Leserah-
men ebenfalls eine BsrGI-Schnittstelle enthielt, entstanden bei der Analyse von PG65 
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und P65G mit dem Restriktionsenzym BsrGI Unterschiede im Bandenmuster bei etwa 
10 kb und bei ca. 1-1,5 kb. Das Bandenmuster von PG65 wies eine zusätzliche Bande 
von 1 kb auf, bei P65G entstand eine Bande bei 1,3 kb. Diese Unterschiede bei etwa 1 
kb wurden hier aber nicht dargestellt, weil bei niedrigen Bandengrößen unter 2 kb die 
DNA-Menge zur deutlichen Darstellung zu gering ist. Dafür war bei beiden BACs das 
10,5 kb-Fragment kleiner – bei PG65 um 0,3 kb und bei P65G um 0,6 kb –, so dass 
insgesamt der Einbau von etwa 700 bp nachgewiesen werden konnte. Für einen wei-
teren Abgleich des RFLP-Musters zum WT pHJOpac wurde das BAC PG65 mit SalI 
und P65G mit SmaI verdaut. 
 
Abb. 14: RFLP-Analyse der BACs PG65, P65G und PG65R23. Die isolierte BAC-DNA wurde für die prä-
zise Überprüfung mit zwei verschiedenen Enzymen verdaut und die Banden im Agarosegel aufgetrennt. 
Das Bandenmuster zeigte die erwarteten Bandenunterschiede der rekombinanten BACs im Vergleich zum 
WT pHJOpac bzw. im Vergleich zum BAC PG65. Die wesentlichen Auffälligkeiten sind mit weißen Pfeil-
spitzen markiert. Für das BAC PG65R23 ist der Verdau sowohl nach der ersten, als auch nach der zwei-
ten Rekombination gezeigt. Invertierte Darstellung der Banden. S: Standardmarker, RR: Red-Rekombina-
tion. 
Beim „Zweifarben“-BAC PG65R23 wurden die RFLPs nach der ersten und nach der 
zweiten Rekombination im Vergleich zum Ausgangs-BAC PG65 mit einem SalI- und 
HindIII-Verdau dargestellt. Die Bandengröße des entsprechenden Fragments ver-
größerte sich durch den Einbau des mRFP-Leserahmens mit der Kanamycin-Re-
sistenzkassette nach der ersten Rekombination um 1,6 kb. Nach der zweiten Rekom-
bination und der Eliminierung der Kanamycin-Kassette war das entsprechende Frag-
ment nur noch um knapp 700 bp vergrößert. Somit wechselte das 5,7 kb große SalI-
Fragment nach der ersten Rekombination zunächst auf 7,3 kb, und nach der zweiten 
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Rekombination auf 6,3 kb. Der HindIII-Verdau wies nach der ersten Rekombination ein 
zusätzliches Fragment auf, da in der Kanamycin-Kassette eine weitere HindIII-Schnitt-
stelle vorliegt. Das HindIII-Fragment von 9,2 kb verkleinerte sich auf 7,1 kb und dafür 
entstand eine zusätzliche Bande bei 3,7 kb, was insgesamt einer Insertion von etwa 
1,6 kb entsprach. Nach der zweiten Rekombination vergrößerte sich die 9,2 kb-Bande 
auf 9,9 kb. Für alle drei BACs, in denen eGFP an ORF65 fusioniert wurde, konnten die 
erwarteten Bandenverschiebungen in der RFLP-Analyse nachgewiesen werden. 
4.1.4 Nachweis der gezielten Veränderungen der ORF65-Virusmutanten 
Nach der Transfektion in MeWo-Zellen wurden alle Virusmutanten rekonstituiert und 
mit G65rVZV, 65GrVZV und G65R23rVZV benannt. Für den Fusionsnachweis auf Trans-
kript-Ebene wurde die aus infizierten Zellen isolierte RNA in cDNA umgeschrieben und 
die Fusion mit Oligonukleotiden nachgewiesen, die zum einen im zu untersuchenden 
viralen ORF65, und zum anderen im eGFP-Leserahmen anlagerten (Abb. 15). Als zel-
luläre Kontrolle diente GAPDH, und zum Ausschluss von Verunreinigung durch genom-
ische oder virale DNA wurden Ansätze ohne Reverse Transkriptase mitgeführt. Das 
PCR-Fragment für das ORF65-Fusionsgen mit C-terminalem eGFP konnte mit etwa 
700 bp amplifiziert werden, während sich für die N-terminale Fusion ein PCR-Fragment 
von etwa 800 bp ergab. Erwartungsgemäß war eGFP im WT PAC nicht nachweisbar. 
 
Abb 15: Nachweis der eGFP-Fusion auf Transkript-Ebene für G65rVZV und 65GrVZV. Die RNA wurde 
aus infizierten MeWo-Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit Oligonukleotiden, die im ORF65 und 
im eGFP-Anteil des Fusionsgens banden, wurde die Fusion auf RNA-Ebene nachgewiesen. Für die C-ter-
minale Fusion konnte das erwartete PCR-Fragment mit etwa 700 bp amplifiziert werden, das Fragment für 
das N-terminale Fusionsgen hatte etwa 800 bp. Die zelluläre Kontrolle GAPDH lief bei etwa 540 bp und 
erwartungsgemäß blieb der Nachweis auf eGFP im WT PAC negativ. +: mit RT, –: ohne RT. Invertierte 
Darstellung der Banden. 
Für das Virus G65R23rVZV wurden die Fusionsgene eGFP-65 und eGFP-23 sowohl 
einzeln, als auch in einem Ansatz mit gleichzeitig vier Oligonukleotiden amplifiziert. 
Das Fusionsgen eGFP-65 konnte mit etwa 800 bp nachgewiesen werden und das 
Fragment mit ca. 200 bp bestätigte die Fusion von mRFP an ORF23 (Abb. 16). 
4 ERGEBNISSE 
   54
 
Abb 16: Nachweis der Fusion von eGFP und mRFP mit viralen Leserahmen auf Transkript-Ebene 
für G65R23rVZV. Die RNA wurde aus infizierten MeWo-Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit 
Oligonukleotiden, die entweder in ORF65 und eGFP oder in ORF23 und mRFP anlagerten, konnte die 
Fusion auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Auch der gleichzeitige Einsatz von vier Oligonukleotiden 
konnte beide Amplifikate nachweisen. Das Fusionsgen eGFP-65 zeigte eine Bande von 800 bp, das PCR-
Fragment für mRFP-23 hatte dagegen nur knapp 200 bp. Erwartungsgemäß blieb der Nachweis auf eGFP 
im WT PAC negativ. Die zelluläre Kontrolle GAPDH lief bei etwa 540 bp. +: mit RT, –: ohne RT. Invertierte 
Darstellung der Banden.  
Für den Protein-Nachweis im Immunblot wurden G65rVZV, 65GrVZV oder G65R23rVZV 
infizierte MeWo-Zellen geerntet. Nach Bestimmung des Proteingehalts im Lysat wur-
den 100 μg Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran übertragen. 
Das Fusionsprotein 65G konnte im Immunblot mit Anti-GFP bei etwa 35 kDa detektiert 
werden, was einer 65p-Größe von 11 kDa entsprechen würde, da eGFP alleine 27 kDa 
aufweist. Allerdings konnten nur geringe Mengen von 65G detektiert werden. Das 
Fusionsprotein G65 zeigte im Immunblot zwei Banden, eine schwache lief bei knapp 
unter 34 kDa und eine starke Bande lief bei ca. 40 kDa (Abb. 17). 
 
Abb 17: Nachweis der eGFP-Fusion auf Proteinebene für G65rVZV und 65GrVZV. Mit GFP-Antikörpern 
konnten beide Fusionsproteine nachgewiesen werden. Das C-terminal fusionierte Protein 65G war bei 
etwa 35 kDa nur schwach detektierbar. Das Protein G65 wurde dagegen mit zwei Banden detektiert, eine 
schwächere bei etwa 30 kDa, und eine starke Bande bei knapp 40 kDa. ß-Aktin mit 43 kDa diente als 
zelluläre Positivkontrolle. In uninfizierten Zellen (Mock) und PAC-infizierten Zellen blieb der eGFP-
Nachweis erwartungsgemäß negativ. Als Positivkontrolle (GFP-Ko) wurde eGFP aus Hela-Zell-Lysat de-
tektiert. Invertierte Darstellung der Banden. 
Das Lysat der mit G65R23rVZV-infizierten Zellen wurde mit GFP- und RFP-Antikörpern 
sowohl einzeln, als auch mit beiden Antikörpern in einem Ansatz, untersucht. Bei dem 
Einzelnachweis zeigten sich auch hier die für das G65 schon vorher detektierten zwei 
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Banden, eine schwache konnte bei etwa 30 kDa und eine stärkere Bande bei knapp 40 
kDa detektiert werden. Das R23-Fusionsprotein ließ sich ebenfalls mit zwei Banden bei 
etwas über 55 kDa und knapp unter 55 kDa, also bei etwa 53-57 kDa, detektieren. Das 
würde der Größe von 26-30 kDa bei unterschiedlichen Phosphorylierungsformen von 
23p entsprechen (Abb. 18A). 
 
Abb. 18: Nachweis der eGFP- und mRFP-Fusion auf Proteinebene für G65R23rVZV. A. Einzelnachweis 
der Fusionsproteine mit GFP-und RFP-Antikörpern. Das Protein G65 wurde bei etwa 40 kDa und mit 
schwacher Bande auch bei etwa 30 kDa detektiert. Das Fusionsprotein R23 zeigte Banden bei 53-57 kDa. 
Als zelluläre Positivkontrolle diente ß-Aktin (43 kDa). B. Auch bei gleichzeitigem Einsatz der GFP- und 
RFP-Antikörpern konnten beide Proteine nachgewiesen werden. Der rote Stern markiert das Fusions-
protein R23 in seinen unterschiedlichen Phosphorylierungsformen, der grüne Pfeilkopf markiert das 
Fusionsprotein G65. Als Positivkontrollen wurde eGFP aus Hela-Zell-Lysat (GFP-Ko) und ein ppUL35a-
mRFP Fusionsprotein (RFP-Ko) nachgewiesen. Invertierte Darstellung der Banden.  
Auch im Doppelansatz war diese Doppelbande für das Fusionsprotein R23 detektier-
bar. Die im Einzelansatz detektierte 40 kDa-Bande für G65 lief im Doppelansatz bei 
etwa 35 kDa. Außerdem waren zwei zusätzliche Banden nachweisbar, zum einen eine 
Bande bei etwa 30 kDa, die der zuvor im Einzelnachweis bei etwas unter 34 kDa 
detektierten Bande entsprechen könnte. Zum anderen konnte eine weitere, wahr-
scheinlich unspezifische Bande bei knapp unter 27 kDa detektiert werden. Die GFP-
Kontrolle ergab wie erwartet eine Bande bei 27 kDa. Die RFP-Kontrolle ist ein Fusions-
protein aus ppUL35a des Cytomegalovirus mit 22 kDa und mRFP mit 27 kDa und 
konnte erwartungsgemäß bei ca. 50 kDa detektiert werden (Abb.18B). Somit konnten 
für alle drei rekombinanten Viren, die aus den BACs PG65, P65G und PG65R23 in 
MeWo-Zellen rekonstituiert wurden, die Fusionsgene und Fusionsproteine dargestellt 
werden. 
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4.2 Replikation der rekombinanten Viren 
4.2.1 Replikationsverhalten 
Eine N- oder C-terminale eGFP-Fusion eines viralen Leserahmens kann das Replika-
tionsverhalten der entsprechenden Virusmutante beeinflussen. Zum Vergleich der 
Replikationsgeschwindigkeit der Mutanten mit dem WT wurden MeWo-Zellen im 6er-
Plattenformat infiziert. Von Tag eins bis fünf wurden Zellen aus je einer Vertiefung ge-
erntet und dann in Quadruplikaten titriert. Der Mittelwert für den Titer in PFU/ml wurde 
aus zwölf Werten von drei in Quadruplikaten titrierten Röhrchen berechnet, ebenso die 
Standardabweichungen. Die Anzahl der PFU/ml wurde logarithmisch zur Basis 10 im 
Graphen dargestellt. Zwei unabhängig voneinander durchgeführte Replikationskineti-
ken wurden in einem Graphen dargestellt. Da es bei dem hoch zellassoziiert repli-
zierenden VZV sehr schwierig war, die definierte Ausgangsmenge von 50 infektiösen 
Einheiten an Tag 0 einzusetzen, wurden die Werte für eine bessere Übersicht zusätz-
lich auf den Wert 1 normalisiert dargestellt. 
Allgemein war auffällig, dass sich die Replikationskurven verschiedener Virusmutanten 
ähnelten, z.B. G4rVZV_2 und G21rVZV_2 (Abb. 19). Aus den Replikationskurven war oh-
ne Normalisierung meist nur schwer zu erkennen, ob ein rekombinantes Virus wirklich 
eine zum WT PAC unterschiedliche Replikation zeigte. Aber die Kinetiken nach der 
Normalisierung zeigten, dass zwar alle Viren im Vergleich zum WT PAC eine 
schwächere Replikation aufwiesen, dass aber außer bei 29GrVZV kein ausgeprägtes 
Replikationsdefizit vorlag. Die Replikation der Mutante 29GrVZV war so stark einge-
schränkt, dass das Virus zwar noch in Zellkultur passagiert werden konnte, aber der für 
die Replikationskinetiken benötigte Titer nicht erreichbar war. Daher konnte für diese 
Mutante nur eine einzige Replikationskurve erstellt werden. Allerdings wurde hier zur 
Berechnung der Wert 1 statt Null eingesetzt, wenn keine CPEs bei der Titration gezählt 
werden konnten. Nach mehreren Passagen zeigte dieses Virus ein verbessertes Repli-
kationsverhalten und die weitere Passagierung durch Kokultivierung mit infizierten 
Zellen wurde effektiver und schneller.  
Die CPEs zeigten dagegen einen Mix aus grün fluoreszierenden Zellen und Zellen oh-
ne Fluoreszenz. Nach Sequenzierung des PCR-amplifizierten Fusionsgens stellte sich 
heraus, dass diese Viren eine Deletion eines einzigen Nukleotids vier Basen vor dem 
eGFP-Leserahmen aufwiesen. So ergab sich eine Leserasterverschiebung, die direkt 
vor dem eGFP-Leserahmen zu einem Stoppcodon führte. Da das eGFP nicht weiter 
exprimiert werden konnte, war das Virus 29GrVZV in seiner Replikation nicht mehr 
eingeschränkt. Für die weiteren Versuche wurden nur Viren in früher Passage, mit 
langsamer Replikation und grün fluoreszierenden CPEs eingesetzt. 
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Abb. 19: Kinetik der Viren mit Fusionsproteinen latent exprimierter Gene. Die Replikationsgeschwin-
digkeit der Mutanten, in denen die latent exprimierten ORFs mit eGFP fusioniert waren, wurde im Ver-
gleich zu der Replikationsgeschwindigkeit von WT PAC graphisch dargestellt. Die PFU/ml sind 
logarithmisch auf der Y-Achse aufgetragen, auf der X-Achse sind die Tage nach Infektion (dpi) dargestellt. 
Für 29GrVZV wurden für nicht vorhandene CPEs der Wert 1 eingesetzt, damit sich die Kinetik graphisch 
darstellen ließ. 
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Abb. 20: Kinetik der rekombinanten Viren mit fusionierten Kapsidprotein und „neuronalen Leitpro-
tein“. Die Replikationsgeschwindigkeit der Mutanten, in denen ORF65 und ORF23 mit eGFP oder mRFP 
fusioniert waren, wurde im Vergleich zur Replikationskinetik des WT PAC graphisch dargestellt. Die 
PFU/ml sind logarithmisch auf der Y-Achse aufgetragen, auf der X-Achse sind die Tage nach Infektion 
(dpi) dargestellt. 
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Die Viren G21rVZV und 21GrVZV zeigten im Vergleich zum WT PAC eine ähnliche, leicht 
reduzierte Replikationsgeschwindigkeit. Die Fusion mit eGFP, aber nicht die Position 
der Fusion beeinflusste also die Replikationsgeschwindigkeit. Die Replikation von 
G4rVZV war ähnlich eingeschränkt wie die von G21rVZV  und 21GrVZV. Es war zu beo-
achten, dass fast alle Viren entweder von Beginn an eine schwächere Replikation 
zeigten, oder zunächst ähnlich dem WT replizierten und dann die Replikationsge-
schwindigkeit nach drei Tagen deutlich abnahm. 
Dieser Effekt konnte auch bei G23rVZV und 65GrVZV in der normalisierten Kinetik beob-
achtet werden (Abb. 20). Auch wenn sich in einer Kurve initial kein Unterschied zum 
PAC zeigte, waren in beiden Experimenten im Vergleich zum WT 5 dpi deutlich we-
niger PFU nachweisbar. Insgesamt war also auch bei diesen Viren die Replikations-
geschwindigkeit eingeschränkt. Bei G65rVZV war dieser verzögerte Effekt nicht zu beob-
achten und beide Replikationskurven zeigten im Vergleich zum WT PAC eine abge-
schwächte Replikationsgeschwindigkeit. Auch das „Zweifarben“-Virus G65R23rVZV 
hatte gegenüber dem WT eine deutlich verminderte Replikationsgeschwindigkeit. Bei 
der mikroskopischen Beobachtung dieser Zellkulturen fiel auf, dass G65R23rVZV-infi-
zierte Zellen schneller abstarben und sich das Virus sehr langsam ausbreitete. Eine 
weitere Infektion durch Kokultivierung mit infizierten Zellen war nur etwa 3-5 dpi mög-
lich. Zum Zeitpunkt 7 dpi waren kaum noch lebende, infizierte Zellen übrig, so dass die 
Infektiösität zu diesem Zeitpunkt stark abnahm. 
Zwar zeigten alle rekombinanten Viren und dabei besonders das Virus G65R23rVZV im 
Vergleich zum WT eine reduzierte Replikationsgeschwindigkeit, aber nur das Virus 
29GrVZV war so eingeschränkt in seiner Replikation, dass es schwer zu kultivieren war. 
4.2.2 Cytopathische Veränderungen 
Für den Vergleich der Fluoreszenzmuster und der Fluoreszenzstärke der unterschiedli-
chen Virusmutanten wurden primäre Fibroblasten und MeWo-Zellen auf Deckgläschen 
in 24er-Platten ausgesät und einen Tag später infiziert. Nach 3 dpi wurden die Zellen 
fixiert, gewaschen und auf Objektträgern eingedeckelt. Für die Darstellung der Fluores-
zenzmuster der CPEs wurden die Aufnahmen für jede Mutante unter optimalen Belich-
tungseinstellungen des Fluoreszenzmikroskops durchgeführt. Für unterschiedliche 
Virusmutanten zeigten sich unterschiedliche Fluoreszenzmuster in Abhängigkeit von 
der Lokalisation des eGFP-Fusionsanteils des Proteins (Abb. 21). 
Die Proteine 29G und G23 zeigten eine punktförmige, eher nukleäre CPE-Morphologie, 
die in Fibroblasten wie in MeWo-Zellen deutlich erkennbar war. Dagegen war die 
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Fluoreszenz von G4rVZV, G21rVZV und 21GrVZV in den gesamten Zellen des CPEs zu 
sehen, was auf eine Lokalisation sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern schließen 
ließ. Dabei waren in Fibroblasten neben starken, punktförmigen Fluoreszenzmustern 
auch schwache Fluoreszenzsignale sichtbar, die diffus über die gesamten Zellen des 
CPE verteilt waren. Diese Abstufung war in MeWo-Zellen nicht oder kaum zu beob-
achten. In CPEs von G65rVZV- und 65GrVZV-infizierten Zellen zeigte das Fluoreszenz-
muster in MeWo-Zellen eine eher punktförmige Morphologie. In Fibroblasten waren die 
Signale weniger punktförmig, eher unstrukturiert und diffus mit wenigen starken 
Fluoreszenzpositionen. Die CPE-Morphologie von G65R23rVZV-infizierten Zellen zeigte 
ein ähnliches Bild wie CPEs G23rVZV-infizierter Zellen. Das lag daran, dass die sehr 
schwache grüne Fluoreszenz von G65 durch die starke rote Fluoreszenz von R23 
überlagert wurde. Somit stellte sich ein ähnliches Muster dar wie bei CPEs von 
G23rVZV-infizierten Zellen. Die genaue Lokalisation der Fusionsproteine konnte aber 
erst in der konfokalen Mikroskopie ermittelt werden. 
Zum Vergleich der Fluoreszenzstärke der einzelnen N- oder C-terminalen Fusionspro-
teine wurden alle CPEs unter den gleichen Mikroskopeinstellungen untersucht (Abb. 
22). Das Fusionsprotein G4 zeigte die stärksten Fluoreszenzsignale. Aber auch die 
Proteine 29G und G23 hatten starke Fluoreszenzsignale, sowohl in primären Fibrobla-
sten als auch in MeWo-Zellen. Dabei war die Signalstärke von G23 noch etwas stärker 
als die des Fusionsproteins 29G. Die ORF21-Fusionsproteine fluoreszierten mit 
schwacher Intensität, wobei sich die C- und N-terminalen Varianten kaum unter-
schieden. Die N-terminale Fusion (G21) zeigte geringfügig stärkere grüne Signale als 
21G. Die Derivate des 65p hatten die schwächsten Fluoreszenzsignale. Dabei er-
zeugte die Fusion am C-Terminus deutlich schwächere Signale als die N-terminale Fu-
sion. Dieser Unterschied ließ sich in den Aufnahmen allerdings nicht gut darstellen, da 
sich die schwache Fluoreszenz kaum vom Hintergrund unterscheiden ließ.  
Bei dem Virus G65R23rvzv wurde die schwache G65-Fluoreszenz durch die starken 
R23-Signale überdeckt, so dass weitgehend nur rote Fluoreszenzsignale sichtbar 
wurden. Die G65-Signale waren nur durch wenige punktförmige Gelbfärbungen zu er-
kennen. Die Intensitäten von R23 waren mit denjenigen von G23 vergleichbar. Dieser 
Unterschied in der Fluoreszenzstärke von G65 und R23 erklärt auch die im Immunblot 
detektierte, schwache Bande von G65 im Vergleich zu den detektierten Banden von 
R23 (Abb. 18). 
4 ERGEBNISSE 
   61
 
Abb. 21: CPE-Morphologie in Fibroblasten (HFF) und MeWo-Zellen. Die Aufnahmen für jede Mutante 
wurden mit optimaler Mikroskopeinstellung vorgenommen. Die Bilder zeigen Aufnahmen mit GFP-Filter 
und daneben GFP mit Durchlicht. Die Proteine G23 bzw. R23 und 29G hatten ein punktförmiges Muster, 
das auf eine nukleäre Lokalisation hindeutete. Die anderen Proteine zeigten sowohl punktförmige Muster 
zusammen mit diffusen Fluoreszenzsignalen. Der Größenstandard zeigt 200 μm. 
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Abb. 22: Vergleich der Fluoreszenzstärken unterschiedlicher Mutanten in Fibroblasten (HFF) und 
MeWo-Zellen. Die Aufnahmen wurden für alle Mutanten in derselben Mikroskopeinstellung vorgenommen. 
Die Proteine G4, G23 und 29G zeigten besonders starke Fluoreszenzsignale, während die Fluoreszenz 
der Fusionsproteine von ORF21 und ORF65 schwach war. Bei G65R23rVZV sind die GFP-Signale des G65 
nur als gelbe Punkte zu erkennen, da die starke Fluoreszenz des R23 die G65-Signale überlagerte. Der 
Größenstandard zeigt 200 μm. 
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Zusammenfassend zeigten also G4, aber auch 29G und G23 starke Fluoreszenzsigna-
le. Alle anderen Fusionsproteine hatten eine relativ schwache Fluoreszenzintensität. 
Bei dem Doppelfusions-Virus G65R23rVZV waren die Fluoreszenzsignale von G65 und 
R23 entsprechend zu G65 in G65rVZV-infizierten Zellen und G23 in G23rVZV-infizierten 
Zellen. 
Unterschiede ergaben sich nicht nur in Abhängigkeit des fusionierten viralen Lese-
rahmens, sondern auch in Abhängigkeit der Position des fusionierten Proteins eGFP 
bzw mRFP. Bei ORF4 war die Position des eGFP nicht von Bedeutung. Sowohl in N- 
als auch in C-terminaler Position zeigten die Proteine starke Signale. Obwohl 4GrVZV zu 
langsam replizierte und nicht stabil in Zellkultur gehalten werden konnte, waren Fluo-
reszenzaufnahmen in frühen Passagen noch möglich (Daten nicht gezeigt), die den 
Aufnahmen mit G4rVZV stark ähnelten. Bei den Viren mit markiertem ORF21 waren die 
Signale leicht stärker, wenn eGFP in N-terminaler Position fusioniert war (G21). Auch 
im Fall von G65rVZV und 65GrVZV zeigte eine Fusion am N-Terminus stärkere Fluores-
zenzsignale als die C-terminale Variante. 
4.2.3 Lokalisation der Fusionsproteine in permissiven Zellen 
Zur genaueren Bestimmung der Lokalisation der Fusionsproteine wurden Aufnahmen 
am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop durchgeführt. Dafür wurden auf Deckgläschen 
ausgesäte und infizierte MeWo-Zellen und Fibroblasten 3 dpi fixiert, gewaschen und 
die Zellkerne mit DAPI angefärbt. Die Aufnahmen erfolgten mit einem 40er Öl-Objektiv. 
Das Fusionsprotein G4 lokalisierte hauptsächlich im Cytoplasma mit starker Fluores-
zenzintensität (Abb. 23). Ein schwaches GFP-Signal konnte auch im Zellkern beob-
achten werden, was in den Fibroblasten gut zu erkennen war. 
Das Protein 21p konnte sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern nachgewiesen 
werden. Die Verteilung war mit schwachen Fluoreszenzsignalen diffus über die ganze 
Zelle, nur punktuell waren stärkere Signale bei G21 um den Nukleus zu detektieren 
(Abb. 24). Zwischen Cytoplasma und Nukleus war kein Unterschied in der 
Fluoreszenzstärke auszumachen. Auch 21G zeigte stärkere Signale in der Zell-
kernregion (Abb. 25). Außerdem konnte 21G in Fibroblasten einmal deutlich im Nuk-
leus detektiert werden (Abb. 25, HFF, dritte Bildreihe). Die N-terminale Fusion (G21) 
zeigte, wie schon vorher beobachtet, leicht stärkere Fluoreszenzsignale. 
Das Protein 29G konnte ausschließlich im Zellkern detektiert werden (Abb. 26). Dabei 
zeigte sich eine morphologische Vielfalt punktförmiger Signale, von sehr klein bis re-
lativ groß, oder manchmal auch eine globuläre Verteilung (Reichelt et al., 2009), die 
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bisweilen lokal im Zellkern oder über den ganzen Zellkern verteilt waren. Diese lokalen 
Verteilungen zeigten immer starke Signale, während die restlichen, über den Nukleus 
verteilten Fluoreszenzsignale auch schwächer sein konnten. Wie 29G lokalisierte auch 
G23 (Abb. 27) hauptsächlich im Nukleus. Das Protein 23p konnte aber auch mit 
schwacher Fluoreszenzintensität im Cytoplasma gezeigt werden, was seiner Rolle bei 
der Morphogenese entspricht. 
Das Protein 65p wurde im TGN und in perinukleären Membranstrukturen nachgewie-
sen (Abb. 28 und 29). Allerdings war die Fluoreszenz bei beiden Fusionsproteinen sehr 
schwach und schwer vom Hintergrundrauschen zu trennen. Zur besseren Darstellung 
der Lokalisation der 65p-Fusionsproteine wurde die Lochblende weiter geöffnet, damit 
die Signalstärke durch mehr Licht aus den unscharfen Regionen verstärkt werden 
konnte, wodurch aber der konfokale Charakter dieser Aufnahmen beeinträchtigt wurde. 
Die Fusion am N-Terminus zeigte auch hier leicht stärkere Fluoreszenzsignale als die 
C-terminale Fusionsvariante. 
Wie bei den vorherigen Einzeluntersuchungen lokalisierten bei Infektion der Zellen mit 
dem Virus G65R23rVZV das Fusionsprotein G65 mit schwächeren Fluoreszenzsignalen 
im TGN und in perinukleären Membranstrukturen und das Protein R23 mit stärkerer 
Intensität im Zellkern (Abb. 30). In einigen Fibroblasten war R23 auch mit schwacher 
Intensität im Cytoplasma zu erkennen (Abb. 30, HFF-Zellen, erste Bildreihe). Die G65-
Fluoreszenzsignale wurden nachträglich mit der Software optimiert, wodurch eine 
verbesserte morphologische Darstellung erzielt werden konnte. Zum Nachweis der 
TGN-Lokalisation von 65p wurde das TGN mit dem Antikörper Golgin 97 in G65rVZV- 
bzw. 65GrVZV-infizierten Zellen angefärbt. Die Aufnahmen bestätigten für beide Fu-
sionsproteine, dass 65p im TGN lokalisierte. Außerdem war G65 in MeWo-Zellen 
erneut in Membranstrukturen, die nicht nur perinukleär waren, zu detektieren (Abb. 31). 
Die Lokalisationsorte aller hier dargestellten Fusionsproteine konnten somit detailliert 
beschrieben werden. 
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Abb. 23: Lokalisation von G4 in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs mit G4rVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen den 
Ausschnitt der blauen Markierung mit GFP (G4), DAPI und als Überlagerung (merge). Gut zu erkennen 
war, dass das Protein G4 hauptsächlich im Cytoplasma lokalisierte und nur mit schwacher Fluoreszenz im 
Zellkern detektiert werden konnte. Der Größenstandard zeigt 20 μm für die Bilder G4, DAPI und merge. 
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Abb. 24: Lokalisation von G21 in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs von G21rVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (G21), DAPI und als Überlagerung (merge). G21 
lokalisierte sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern, oft mit einer diffusen Verteilung. Stärkere 
Fluoreszenzsignale gab es nur perinukleär. Der Größenstandard zeigt 20 μm für die Bilder G21, DAPI und 
merge. 
. 
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Abb. 25: Lokalisation von 21G in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs von 21GrVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (21G), DAPI und als Überlagerung (merge). Die 
Lokalisation des 21G unterschied sich nicht im Vergleich zu dem Virus mit der N-terminalen Fusion. Das 
21G lokalisierte sowohl im Cytoplasma als auch im Nukleus und konnte auch perinukleär gezeigt werden. 
In infizierten Fibroblasten konnte 21p mit starken Signalen im Zellkern detektiert werden (dritte Bildreihe). 
Der Größenstandard zeigt 20 μm für die Bilder 21G, DAPI und merge. 
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Abb. 26: Lokalisation von 29G in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs von 29GrVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (29G), DAPI und als Überlagerung (merge). Das Protein 
29G lokalisierte nur im Zellkern, teils punktförmig, teils globulär. Der Größenstandard zeigt 20 μm für die 
Bilder G29, DAPI und merge. 
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Abb. 27: Lokalisation von G23 in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs von G23rVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (G23), DAPI und als Überlagerung (merge). G23 lokali-
sierte mit starker Fluoreszenz im Zellkern, war aber diffus mit schwacher Intensität auch im Cytoplasma 
erkennbar. Der Größenstandard zeigt 20 μm für die Bilder G23, DAPI und merge. 
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Abb. 28: Lokalisation von G65 in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs von G65rVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (G65), DAPI und als Überlagerung (merge). Das G65 
konnte im TGN und in perinukleären Membranstrukturen detektiert werden. Der Größenstandard zeigt 20 
μm für die Bilder G65, DAPI und merge. 
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Abb. 29: Lokalisation von 65G in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bildreihe zeigt 
aufgenommene CPEs von 65GrVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (65G), DAPI und als Überlagerung (merge). Das Protein 
65G lokalisierte im TGN und zeigte schwächere Signale als die N-terminale Fusionsvariante. In MeWo-
Zellen konnte 65G auch perinukleär detektiert werden. Der Größenstandard zeigt 20 μm für die Bilder 
65G, DAPI und merge. 
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Abb. 30: Lokalisation von G65 und R23 in MeWo-Zellen und Fibroblasten. Die linke konfokale Bild-
reihe zeigt aufgenommene CPEs von G65R23rVZV in MeWo- und HFF-Zellen 3 dpi. Die rechts folgenden 
Bilder zeigen den Ausschnitt der blauen Markierung für GFP (G65), RFP (R23), DAPI und als Über-
lagerung (merge). Das Protein G65 lokalisierte im TGN und in perinukleären Membranstrukturen. Das 
Protein R23 konnte im Zellkern und mit sehr schwacher Intensität auch im Cytoplasma detektiert werden. 
Die Fluoreszenzintensität des Proteins G65 war insgesamt schwächer als die des R23. Der Größen-
standard zeigt 20 μm für die Bilder G65, R23, DAPI und merge. 
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Abb. 31: Nachweis der Lokalisation der Proteine G65 und 65G im TGN. Das TGN wurde mit dem Anti-
körper Golgin 97 markiert (rot). Beide Fusionsvarianten lokalisierten im TGN. Das G65 konnte auch in 
Membranregionen gezeigt werden. Größenstandard ist 20 μm für die Bilder G65, TGN, DAPI und Über-
lagerung (merge). 
4.3 Rekombinante Viren in sensorischen Neuronen 
4.3.1 Lokalisation der Fusionsproteine in Neuronen der Ratte 
Für den Nachweis der Lokalisation der Fusionsproteine in sensorischen Neuronen der 
Ratte wurden die frisch präparierten Ratten-Neurone auf Deckgläschen ausgesät und 
sofort durch Kokultivierung mit infizierten Fibroblasten infiziert. Die Neurone wurden 3 
dpi mit Zamboni’s Fixativ fixiert und die Zellkerne mit DAPI angefärbt. Im Falle des 
„Zweifarben-Virus“ G65R23rVZV wurden die Zellkerne mit dem TO-PRO-3 Iodid sichtbar 
gemacht, da die Neurone selbst mit dem Primärantikörper gegen ß-III-Tubulin und ei-
nem Alexa Fluor-350-gekoppelten sekundären Antikörper gefärbt wurden. Der Chro-
mophor dieses Sekundärantikörpers hat wie der Fluoreszenz-Farbstoff DAPI das An-
regungsmaximum bei einer Wellenlänge von 350 nm. Zum Ausschluss von Ver-
wirrungen wurden die Zellkerne analog zu den vorherigen Aufnahmen in DAPI-blauer 
Falschfarbe und die Neurone statt in DAPI-blau in türkis-blau dargestellt. 
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Abb. 32: Lokalisation des Proteins G4 in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale 
Bildreihe zeigt G4rVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (G4), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge). Das Protein G4 lokalisierte mit starken Fluoreszenzsignalen im Cytoplasma, es ist 
nur sehr schwach im Zellkern zu erkennen. Auch in den Axonen konnte das Protein detektiert werden. Der 
Größenstandard zeigt 10 μm. 
Das Protein G4 lokalisierte ebenso wie in MeWo-Zellen und Fibroblasten auch in den 
Neuronen im Cytoplasma, ebenfalls mit starken Fluoreszenzsignalen (Abb. 32). Wie in 
den permissiven Zelllinien waren auch in den sensorischen Neuronen Signale im Nuk-
leus mit schwacher Fluoreszenz erkennbar. Auch in den Axonen konnte das Protein 
G4 sehr gut detektiert werden. 
Die beiden Fusionsvarianten von 21p zeigten Fluoreszenzsignale, die zu denen in 
permissiven Zellen ähnlich waren (Abb. 33, Abb. 34). Mit schwacher Fluoreszenzinten-
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sität konnten Signale im Cytoplasma und im Nukleus beobachtet werden. Dabei war 
die Fluoreszenzintensität im Cytoplasma stärker als im Zellkern. Mehrmals konnten 
stärkere Signale rund um den Zellkern an perinukleären Membranen detektiert werden, 
aber in Axonen waren die 21p-Varianten nicht nachweisbar. Die Fluoreszenzsignale 
waren etwas schwächer, wenn ORF21 am C-Terminus mit eGFP fusioniert war. 
 
Abb. 33: Lokalisation des Proteins G21 in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale Bild-
reihe zeigt G21rVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (G21), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge). Das Protein G21 lokalisierte in den Ratten-Neuronen etwas stärker im Cytoplasma 
als im Nukleus. Auch in der perinukleären Membranregion konnte das G21 beobachtet werden. In den Ax-
onen war das Protein nicht zu erkennen. Der Größenstandard zeigt 10 μm für alle Bilder. 
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Die Verteilung von 29p änderte sich in Neuronen im Vergleich zu der Lokalisation in 
MeWo-Zellen und Fibroblasten. Das Protein 29p war hier ebenfalls im Nukleus mit star-
ken Signalen zu detektieren, diesmal konnte es aber auch im Cytoplasma detektiert 
werden, wenn auch mit schwächeren Fluoreszenzsignalen. In den Axonen konnte 29p 
allerdings nicht gezeigt werden (Abb. 35). Das Fusionsprotein G23 hatte wieder ein zu 
29G ähnliches Signalmuster (Abb. 36). Auch G23 konnte im Nukleus und im Cytoplas-
ma nachgewiesen werden. 
 
Abb. 34: Lokalisation des Proteins 21G in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale Bild-
reihe zeigt 21GrVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (21G), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge). Das Protein 21G lokalisierte im Cytoplasma und mit etwas schwächeren Signalen 
im Nukleus. Das 21G konnte wie auch G21 deutlich in der perinukleären Membranregion beobachtet wer-
den. In den Axonen konnte das Protein nicht detektiert werden. Der Größenstandard zeigt 10 μm für alle 
Bilder. 
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Dabei waren die Fluoreszenzintensitäten ähnlich stark. Wie erwartet, konnte G23 auch 
in den Axonen detektiert werden. Die Fusionsproteine von ORF65, G65 und 65G, 
zeigten in den Neuronen schwache Fluoreszenzsignale, die aber etwas stärker waren 
als in den permissiven Zelltypen (Abb. 37, Abb. 38). Die N-terminale Fusion war in der 
Fluoreszenzintensität etwas stärker als die C-terminale Fusion. Die Proteine lokalisier-
ten im Cytoplasma, z.T in punktförmiger oder globulärer Form. 
 
Abb. 35: Lokalisation des Proteins 29G in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale Bild-
reihe zeigt 29GrVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (29G), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge).  Das Protein 29G lokalisierte in Ratten-Neuronen mit starker Fluoreszenzintensität 
im Nukleus und mit schwachen Signalen auch im Cytoplasma. In den Axonen konnte das Protein nicht ge-
zeigt werden. Der Größenstandard zeigt 10 μm für alle Bilder. 
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Abb. 36: Lokalisation des Proteins G23 in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale Bild-
reihe zeigt G23rVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (G23), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge). Das Protein G23 lokalisierte sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern. Auch in 
den Axonen konnte das Protein G23 deutlich beobachtet werden. Der Größenstandard zeigt 10 μm für alle 
Bilder. 
Mit sehr schwachen Fluoreszenzsignalen konnte das G65 vermutlich in der peri-
nukleären Membranregion beobachtet werden. In den Axonen waren beide 65p-
Fusionsproteine entgegen den Erwartungen nicht zu detektieren. Nur bei 65G war eine 
schwache grüne Fluoreszenz im Bereich eines Axons erkennbar (Abb. 38, erste Bild-
reihe, weißer Pfeil). 
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Abb. 37: Lokalisation des Proteins G65 in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale Bild-
reihe zeigt G65rVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (65G), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge). Das Protein G65 lokalisierte in den Neuronen im Cytoplasma. Auch in perinukle-
ären Membranstrukturen war das Protein schwach zu erkennen. In den Axonen konnte das Protein G65 
nicht gezeigt werden. Der Größenstandard zeigt 10 μm für alle Bilder. 
Bei Infektion der Neurone mit der doppelt markierten Mutante G65R23rVZV entsprach 
die jeweilige Lokalisation der beiden Fusionsproteine G65 und R23 derjenigen aus den 
Einzelnachweisen für G65 und G23 (Abb. 39). Das Fusionsprotein G65 war im Cyto-
plasma detektierbar und mit schwachen Signalen in Membranstrukturen. R23 zeigte 
starke Fluoreszenzintensitäten in der gesamten Zelle. Die Fluoreszenzsignale waren 
im Zellkern meist stärker als im Cytoplasma, was bei den Aufnahmen für G23 allein 
nicht so deutlich hervor getreten war (Abb. 36). 
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Abb. 38: Lokalisation des Proteins 65G in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfokale Bild-
reihe zeigt 65GrVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden Bilder zeigen 
den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (65G), DAPI, Alexa Fluor-568 (ß-III-Tubulin) und als 
Überlagerung (merge). Das Protein 65G lokalisierte in Neuronen der Ratte im Cytoplasma, z:T in 
globulärer Form. In Membranregionen war das 65G nicht zu erkennen. Auch in den Axonen konnte das 
Protein 65G nicht detektiert werden. Nur einmal war ein schwaches grünes Fluoreszenzsignal im Bereich 
des Axons zu erkennen (erste Bildreihe, weißer Pfeil). Der Größenstandard zeigt 10 μm für alle Bilder. 
Zusammenfassend konnten für alle Fusionsproteine, die auch während der Latenz ex-
primiert werden, die erwarteten Lokalisationsorte nachgewiesen werden. Die 
Fusionsproteine, die während der Latenz nicht exprimiert werden, zeigten die für eine 
lytische, permissive Infektion entsprechenden Lokalisationen. 
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Abb. 39: Lokalisation der Proteine G65 und R23 in sensorischen Ratten-Neuronen. Die obere konfo-
kale Bildreihe zeigt G65R23rVZV-infizierte sensorische Ratten-Neurone 3 dpi. Die nach unten folgenden 
Bilder zeigen den Ausschnitt aus der blauen Markierung für GFP (G65), RFP (G23), TO-PRO-3 als DAPI-
Falschfarbe und ß-III-Tubulin in türkis-blau (Alexa Fluor 350) und als Überlagerung (merge). Das Protein 
G65 wurde im Cytoplasma detektiert. R23 lokalisierte im Cytoplasma und im Zellkern, dort mit z.T. 
stärkerer Fluoreszenz als im Cytoplasma. Auch in den Axonen war das Protein R23 zu erkennen. Der 
Größenstandard zeigt 10 μm für alle Bilder. 
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4.3.2 Retrograde und anterograde Infektionen von Neuronen 
Die Lokalisation der Fusionsproteine, die durch konfokale Mikroskopie in den fixierten 
Neuronen und permissiven Zellen ermittelt wurde, konnte auch in lebenden Neuronen 
am Beispiel von G4rVZV- und G65R23rVZV-infizierten Neuronen dargestellt werden (Abb. 
40). Dafür waren frisch präparierte sensorische Ratten-Neurone auf Glasboden-
schälchen ausgesät und sofort für die Infektion mit infizierten Fibroblasten kokultiviert 
worden. Zwei bis drei Tage später wurden die infizierten Neurone unter dem Fluores-
zenzmikroskop untersucht. 
 
Abb. 40: Sensorische Ratten-Neuronen nach Infektion mit G4rVZV und G65R23rVZV. Das Protein G4 
lokalisierte in den Ratten-Neuronen hauptsächlich im Cytoplasma und war nur wenig im Nukleus zu fin-
den. Bei der Infektion mit G65R23rVZV lokalisierte das Protein R23 sowohl im Cytoplasma als auch im Zell-
kern. Das Protein G65 war nur im Cytoplasma zu finden, daher war die Überlagerung zwischen G65 und 
R23 als Gelbfärbung zu sehen. Die Größenstandards zeigen 20 μm für die kleinen und 50 μm für die 
größeren Balken. 
Wie zuvor bei der konfokalen Mikroskopie gesehen, lokalisierte G4 hauptsächlich im 
Cytoplasma der Neurone und war nur schwach im Nukleus zu erkennen. Nach der In-
fektion mit G65R23rVZV war das rot fluoreszierende Protein R23 sowohl im Zellkern als 
auch im Cytoplasma verteilt. Da das grün fluoreszierende Protein G65 nur im Cytoplas-
ma lokalisierte, entstand für das Cytoplasma durch die Kolokalisation eine Gelbfärbung  
Aufgrund der deutlichen Sequenzhomologie von VZV-65p zum US9 aus PRV sollte 
untersucht werden, ob auch 65p eine Funktion im axonalen Transport viraler Kapside 
übernimmt. Da bereits bekannt war, dass das Kapsidprotein 23p in Axonen nachweis-
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bar ist, wurde das „Zweifarben“-Virus G65R23rVZV für Experimente in den microfluidic 
chambers eingesetzt. So sollte sich eine mögliche Kolokalisation der beiden Proteine 
direkt nachweisen lassen. Die Ratten-Neurone wurden im microfluidic chamber-System 
über retrograden oder anterograden Weg infiziert. Als Positivkontrolle wurden Neurone 
mit G4rVZV infiziert, da die Fluoreszenzsignale des Fusionsproteins G4 gut zu erkennen 
waren. Außerdem war durch die konfokalen Aufnahmen bekannt, dass auch G4 in den 
Axonen nachweisbar ist. 
Im microfluidic chamber-System wurden die aus den Spinalganglien der Ratte frisch 
präparierten sensorischen Neurone auf der so genannten somalen Seite der Kammern 
ausgesät. Durch zehnfach höhere Konzentration an NGF auf der axonalen Kammer-
seite wurde das Wachstum der Axone auf diese Seite gelenkt. Für die retrograde In-
fektion wurden drei Tage später infizierte Fibroblasten in die Vertiefungen der axonalen 
Seite gegeben, so dass zunächst die Axone und in der Folge nach axonalem Transport 
auch die Zellkörper auf der somalen Seite der Kammer infiziert werden konnten. Für 
den anterograden Infektionsweg wurden drei Tage nach dem Aussäen der Neurone 
uninfizierte Fibroblasten oder MeWo-Zellen in die Vertiefungen auf der axonalen Seite 
gegeben. Am nächsten Tag wurden die Neurone mit infizierten Fibroblasten bzw. 
MeWo-Zellen kokultiviert und die infizierten Kulturen an den darauf folgenden Tagen 
unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet und dokumentiert (Abb. 41). 
Während der retrograde Infektionsweg mikroskopisch dokumentiert werden konnte, 
stellte sich der anterograde Infektionsweg als nicht realisierbar heraus. Die Durchfüh-
rung der Virusinfektion der Neurone in diesen Kammern zeigte sich generell als proble-
matisch. Von Versuch zu Versuch war die Anzahl der Neurone, die sich im Hauptkanal 
sammelten, stark unterschiedlich, und ebenso deren Tendenz, mit ihren Axonen durch 
die Mikrokänale zu wachsen. Trotz zahlreichen Veränderungen hinsichtlich der Anzahl 
der ausgesäten und infizierten Zellen und der Bedingungen für die Beschichtung der 
Oberflächen mit Laminin konnten anterograde Infektionen nicht erzielt werden. 
Über den retrograden Infektionsweg erreichten die Viruspartikel zwar die Neurone, 
aber auch bei hoher Anzahl von Neuronen im Hauptkanal der somalen Seite konnten 
nur wenige Neurone infiziert werden. Dabei war die Infektion der Neurone mit dem Vi-
rus G4rVZV effizienter als mit dem Virus G65R23rVZV, und es waren deutlich grün fluores-
zierende Partikel in den Axonen sichtbar. Die Fluoreszenzsignale konnten von der axo-
nalen Kammerseite aus durch die Mikrokanäle bis zum infizierten Zellkörper verfolgt 
werden (Abb. 41). 
4 ERGEBNISSE 
   84
Abb. 41: Retrograde Infektion von Neuronen mit G4rVZV und G65R23rVZV, bei denen der Verlauf der 
Axone gut durch die Fluoreszenz der Fusionsproteine G4 bzw. G65 und R23 von der axonalen Seite durch 
die Mikrokanäle bis hin zum Zellkörper zu verfolgen ist. Die retrograde Richtung verläuft von unten nach 
oben. Der Größenstandard zeigt 20 μm für jede Bildreihe. 
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Nach retrograder Infektion der Neurone mit G65R23rVZV waren der rot fluoreszierende 
Zellkern, und das durch die Überlagerung von rot fluoreszierendem R23 und grün 
fluoreszierendem G65 gelb gefärbte Cytoplasma deutlich zu erkennen. In den Axonen 
waren Viruspartikel sichtbar, die grün (65p), rot (23p) und nur manchmal gelb fluores-
zierten (Abb. 42). Somit wurde 65p offenbar unabhängig vom Kapsid in den Axonen 
transportiert. 
 
Abb. 42: Viruspartikel von G65R23rVZV in Axonen Vergrößerter Ausschnitt aus dem kleinen Bild oben 
rechts, das ein mit G65R23rVZV-infiziertes Axon zeigt. In diesem Axon konnten neben grün fluoreszieren-
den Partikeln (G65, grünes Dreieck) und rot fluoreszierenden Partikeln (R23, Kapside, rotes Viereck) auch 
gelb gefärbte Partikel nachgewiesen werden. Der Größenstandard im kleinen Bild zeigt 20 μm. 
4.4 Sequenzanalyse des klonierten VZV-Genoms 
Das für die Mutagenese verwendete Genom des WT-Isolats HJO von VZV (Kress & 
Fickenscher, 2001) wurde aus viraler DNA in Cosmid-Vektoren kloniert (Schmidt et al., 
2003). Nach Rekonstitution des Genoms durch Kotransfektion der komplementieren-
den, überlappenden DNA-Abschnitte aus Cosmiden in permissiven MeWo-Zellen wur-
de das virale Genom in einen BAC-Vektor kloniert. Die mit konventioneller Sanger-
Technik erstellte Gesamtsequenz des VZV-HJO-Genoms von 124.928 bp lag bereits 
vor (GenBank Eintrag AJ871403.1). Durch Transposition des BAC-Vektors wurde mit 
pHJOpac eine Variante des HJO-BACs erstellt, bei der die Vektoranteile zwischen den 
Enden des zirkularisierten, viralen Genoms liegen und im Rahmen der Virusreplikation 
in permissiven Zellen nach wenigen Passagen deletiert werden (Wussow et al., 2009). 
Allerdings bestand infolge der weiteren Veränderungen am viralen Genom z.B. durch 
die Transposition der BAC-Vektoranteile eine gewisse Unsicherheit, ob sekundäre Mu-
tationen aufgetreten waren. 
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Deshalb wurde die Methode des deep sequencings (Illumina-Technologie) angewandt, 
damit die Intaktheit des klonierten viralen Genoms bestätigt und sekundäre Mutationen 
ausgeschlossen werden konnten. Die Sequenzierung wurde mit freundlicher Unter-
stützung von Herrn Dr. Hemmrich-Stanisak auf Geräten des Instituts für Klinische Mo-
lekularbiologie der CAU in Kiel durchgeführt. Da die erhaltene Sequenzdatenbank die 
identischen Sequenzen jeweils massenhaft repräsentierte, konnten die erhaltenen Se-
quenzabschnitte anhand der Vergleichssequenz – „MiniF“-Vektor plus virales Genom 
aus AJ871403.1 – zusammengesetzt (aligned) werden. Mit dem Integrative Genome 
Viewer (IGV) des Broad Institute (Cambridge, MA, USA) wurde die neu erhaltene Se-
quenz des BACs pHJOpac mit dem aus Cosmiden erstellten VZV-HJO-Genom 
(AJ871403.1) und der aus dem Klonierungsvektor pBeloBAC11 (U51113.1; Wang et 
al., 1997) abgeleiteten „MiniF“-Sequenz verglichen und auf Veränderungen im Genom 
untersucht. Die Redundanz der Sequenzierung, also die durchschnittliche Repräsen-
tierung der Genomabschnitte in dem zusammengesetzten Genom (Alignment), war 
wesentlich höher als der in der Herpesvirologie übliche Minimalwert von sechs. 
Die Analyse ergab insgesamt eine fast vollkommene Übereinstimmung der Sequen-
zen. Die Us-Region des HJO-Genoms lag schon im entsprechenden Cosmid-Klon in-
vertiert vor (Schmidt et al., 2003; Wussow et al., 2009). Wegen der entsprechenden 
Vorgabe aus dem HJO-Genom AJ871403.1 wurde diese invertierte Orientierung auch 
hier beibehalten. Allerdings ist bekannt, dass die Us-Region gleich häufig in beiden 
Orientierungen in der Viruspopulation vorkommt (Ecker & Hyman, 1992; Straus et al., 
1982). Im Vergleich zwischen den beiden Sequenzen wurden insgesamt nur vier Ver-
änderungen beobachtet: zwei Basensubstitutionen, davon eine stille Mutation in 
ORF28, und zwei Insertionen in nicht-kodierenden Bereichen (Tab. 13). Der Austausch 
der Base 56.405 von Thymin zu Cytosin in der Aminosäure 197 von ORF28 bewirkte 
keine Änderung der Aminosäuresequenz. Beide Tripletts kodieren die Aminosäure Le-
ucin. Eine weitere Basensubstitution wurde in der repetitiven Region R3 identifiziert. R3 
setzt sich aus drei 9 bp-Elementen zusammen (Tab. 13: A, B, C). Zu Beginn des nur 
einmal vorkommenden 9 bp-Elements „C“ erfolgte der Wechsel von der Base Adenin 
zu Cytosin (Nukleotidposition 47.861). Diese Mutation führte zu einem Aminosäure-
austausch von Threonin zu Prolin im R3 innerhalb des ORF22. Bei den zwei weiteren 
Unterschieden handelte es sich um Insertionen in nicht-kodierenden Bereichen. Zum 
einen wurde die Insertion einer weiteren Base Thymin zwischen ORF42 und ORF43 
festgestellt, so dass im BAC pHJOpac nun zwölf statt elf Thymine in Serie vorlagen. 
Eine zweite Insertion wurde in den repetitiven Bereichen TRS und IRS identifiziert. 
4 ERGEBNISSE 
   87
Tab. 133: Sequenzunterschiede zwischen der aus pHJOpac erhaltenen Sequenz im Vergleich zu dem aus 
einer Cosmid-Bibliothek erstellten VZV-HJO-Gesamtgenoms AJ871403.1. Die Angaben der Nukleotid- 
und Aminosäurepositionen beziehen sich auf das Genom von BAC pHJOpac. 
ORF28 Nukleotidposition 56.405, Aminosäure 197 
AJ871403.1 CTT GCC GAG TGT TTA CGC AGT TCT ATG 
pHJOpac CTT GCC GAG TGT CTA CGC AGT TCT ATG  
TTA/CTA: Leucin  
 
Repeat 3 Nukleotidposition 47.861, Aminosäure 2473 
AJ871403.1 AABBABC B 
pHJOpac AABBABC’B 
A = CCCGTCCAG  B = CCCGCGCAG  C = ACCGTCCAG  C’ = CCCGTCCAG 
ACC: Threonin/CCC: Prolin 
 
ORF42/ORF43 Insertion zwischen Nukleotidposition 84.500/84.501 
AJ871403.1 TTT CTT TTT TTT TTT-CCA GTA CAA CCA 
pHJOpac TTT CTT TTT TTT TTTTCCA GTA CAA CCA 
 
nach ORF71 bzw. 
vor ORF62 
Insertion zwischen Nukleotidposition 115.601/115.602  
bzw. 127.136/127.137 
AJ871403.1 CGTGTTGTG-CCCCCCCC / GGGGGGGG-CACAACACG 
pHJOpac CGTGTTGTGCCCCCCCCC / GGGGGGGGGCACAACACG 
Zwischen Nukleotidposition 115.602 und 115.602 nach ORF71 im TRS bzw. zwischen 
127.136 und 127.137 vor ORF62 im IRS (da die US-Region invertiert vorliegt) wurde ein 
Cytosin bzw. komplementär gesehen ein Guanin inseriert. 
In dem integrierten „MiniF“-Vektor in pHJOpac konnten keine Abweichungen zu der 
Sequenz des Vektors pBeloBAC11 gefunden werden. Das virale BAC-Genom 
pHJOpac wurde demnach im Rahmen der unterschiedlichen Rekombinations-
ereignisse nicht gravierend verändert. Im Vergleich zur ursprünglichen HJO-Sequenz 
gab es keine Mutationen, von denen funktionelle Unterschiede zu erwarten wären. Das 
BAC pHJOpac ist somit ein geeignetes Werkzeug, um verschiedene virale VZV-Pro-
teine nach der Infektion mit HJO-Rekombinanten schnell, effizient und gezielt unter-
suchen zu können. 
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5 DISKUSSION 
5.1 Rekombinante Viren 
5.1.1 Replikationsverhalten der rekombinanten Viren 
Nach der Infektion gelangt VZV retrograd über die Axone oder über den Blutkreislauf in 
die Neurone der Trigeminus- und Spinalganglien und persistiert dort lebenslang in la-
tenter Form. Während der Latenzphase ist die Genexpression von VZV nahezu still-
gelegt. Nur die sechs Gene ORF4, ORF21, ORF29, ORF62, ORF63 und ORF66 wer-
den transkribiert und in Proteine translatiert (Cohrs et al., 1996, 2003; Lungu et al., 
1998; Mahalingam et al., 1996; Meier et al., 1993; Kennedy et al., 1999). Von diesen 
sechs Proteinen wurden in dieser Arbeit das IE-Protein 4p und die E-Proteine 21p und 
29p mit dem eGFP-Leserahmen am C- und am N-terminalen Ende fusioniert und in re-
kombinanten Viren an orthotoper Position exprimiert. Alle drei Proteine sind für die 
Virusreplikation essentiell (Cohen et al., 2005, 2007; Kinchington et al., 1988; Sato et 
al., 2003; Xia et al., 2003; Zhang et al., 2010). Das Gen ORF23, das für das kleine, 
oberflächliche Kapsidprotein kodiert, ist zwar für die Replikation theoretisch nicht 
essentiell, eine ORF23-Deletionsmutante führt aber zu einem Replikationsdefizit 
gegenüber dem WT (Chaudhuri et al., 2008; Zhang et al., 2010). In Analogie zu den 
Experimenten mit PRV (Smith et al., 2001) wurde ORF23 N-terminal mit eGFP oder 
mRFP fusioniert, so dass mit G23 bzw. R23 zum Vergleich ein lytisch exprimiertes 
Kapsidprotein untersucht werden konnte. Außerdem wurde das nicht essentielle, virale 
Membranprotein 65p N- oder C-terminal mit eGFP fusioniert. Da das zu 65p homologe 
US9-Protein aus PRV für den axonalen Transport von Viruspartikeln notwendig ist, 
sollte untersucht werden, ob 65p mit dem Kapsidprotein 23p in den Axonen 
kolokalisiert. Mit Ausnahme von ORF23 wurden alle ausgewählten Proteine sowohl am 
N- als auch am C-terminalen Ende fusioniert, da Angaben über mögliche Einflüsse der 
Positionierung auf die jeweiligen Proteinfunktionen aus der Literatur kaum verfügbar 
waren. Der korrekte Einbau des eGFP bzw. mRFP wurde durch RFLP-Analyse und 
Sequenzierung bestätigt. Anschließend wurden die rekombinanten BACs in MeWo-
Zellen transfiziert und nach erfolgreicher Rekonstitution hinsichtlich ihrer Replikations-
geschwindigkeit untersucht. Da das WT-Virus HJO und von pHJOpac abgeleitete, 
rekombinante WT-Virus PAC mit identischer Kinetik replizierten (Wussow et al., 2009), 
konnte die Replikationsgeschwindigkeit der Mutanten direkt mit der des WT PAC 
verglichen werden. 
Im Fall von ORF4 konnte nur die Virusrekombinante in Zellkultur gehalten werden, bei 
der ORF4 am N-Terminus mit eGFP fusioniert war. Aus dem BAC mit der Fusion von 
eGFP am C-Terminus von ORF4 konnte zwar das Virus rekonstituiert werden, die Rep-
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likation war aber für stabile Passagen in der permissiven Zellkultur zu langsam. Für die 
VZV-Replikation ist die transaktivierende Funktion des IE4 auf die Expression der IE-
Gene und auf die Promotoren verschiedener E- und L-Proteine wesentlich. Die trans-
aktivierende Funktion bedarf einer 4p-Dimerisierung, die durch zentrale Domänen und 
ein C-terminales Hexapeptid bewirkt wird. Eine C-terminale Fusion könnte die Dimeri-
sierung und die Transaktivierung so stark beeinflusst haben, dass die Replikation kaum 
mehr möglich war. Aber auch die N-terminale eGFP-Fusionsvariante von ORF4 war im 
Vergleich zum WT in der Replikationsgeschwindigkeit leicht eingeschränkt (Abb. 19). 
Die Interaktion von 4p mit Transkriptionsfaktoren über die Arginin-reichen Domänen 
(Ra, Rb und Rc) nahe des N-Terminus könnte durch die N-terminale eGFP-Fusion be-
einträchtigt worden sein, da Rb und Rc ebenfalls für die transaktivierende Funktion 
wichtig sind (Baudoux et al., 2000). 
Die Rekonstitution der Virusmutanten mit eGFP an ORF21 war mit beiden eGFP-
Positionen erfolgreich. Im Vergleich zum WT war die Replikation bei beiden Virus-
varianten in ähnlichem Ausmaße beeinträchtigt (Abb. 19). Da das Protein 21p für die 
Replikation benötigt wird, könnte der eGFP-Anteil essentielle Funktionen des Proteins 
und infolge dessen die Replikation bei den rekombinanten Viren mit G21 und 21G 
beeinflusst haben. Allerdings sind 21p-Proteindomänen noch nicht funktionell kartiert 
worden. In VZV-infizierten Zellen ist 21p mit dem reifenden Nukleokapsid verbunden 
(Mahalingam et al., 1998), daher könnte infolge der 21p-Veränderung die Maturation 
der Nukleokapside beeinträchtigt worden sein und damit zur langsameren Replikation 
geführt haben. 
Im Fall von ORF29 konnte nur die Virusrekombinante mit der C-terminalen eGFP-
Fusion rekonstituiert werden. Aus dem BAC mit N-terminaler eGFP-Komponente ließ 
sich auch nach mehreren Transfektionsversuchen und Passagen kein replikations-
fähiges Virus herstellen. Mit ORF29-Expressions-Plasmiden wurde gezeigt, dass eine 
N-terminale Fusion eine unregelmäßige, vesikuläre 29p-Verteilung nach sich zog, was 
möglicherweise durch die Degradation nicht korrekt gefalteter Proteine verursacht wur-
de (Stallings & Silverstein, 2005). Da sich im N-Terminus von 29p im Bereich von 
Aminosäure 9-154 eine nicht-klassische NLS befindet, lokalisieren N-terminal deletierte 
Mutanten cytoplasmatisch statt nukleär. Eine eGFP-Fusion am N-Terminus könnte sich 
demnach sowohl auf die korrekte Faltung als auch auf die Lokalisation ausgewirkt und 
damit die Regulation der Genexpression gestört haben. Dies könnte zum Verlust der 
Replikationsfähigkeit geführt haben, so dass eine Rekonstitution nicht stattfinden 
konnte. Allerdings war auch das rekombinante Virus 29GrVZV mit einer C-terminalen Fu-
sion nur sehr schwer zu kultivieren und in der Replikation deutlich eingeschränkt, was 
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auf eine eingeschränkte DNA-Bindungsfähigkeit zurückgeführt werden könnte (Abb. 
19). Die Ausbreitung durch Zell-Zell-Fusion schien beeinträchtigt zu sein, da die CPEs 
sehr klein blieben und sich das Virus im Zellrasen kaum ausbreitete. Erst, als durch 
eine spontane Mutation im Virusgenom eGFP nicht weiter exprimiert werden konnte, 
replizierte das Virus wieder schneller. Während also die Fusion am C-Terminus zwar 
die Replikation beeinträchtigte, führte eine Fusion am N-terminalen Ende des Proteins 
zur vollständigen Blockade der Replikation, so dass infektiöses Virus nicht gebildet 
werden konnte. 
In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe hatte sich die N-terminale Fusion von ORF23 mit 
eGFP oder mRFP für die Verwendung in rekombinanten Viren bereits bewährt. Daher 
wurde 23p auch hier nur am N-terminalen Ende mit eGFP oder mRFP fusioniert. Da 
das Protein 23p aufgrund der Sequenzhomologien zu den HSV-1 Kapsidproteinen in 
der äußeren Schicht des Nukleokapsids zu finden ist (Chaudhuri et al., 2008), ist anzu-
nehmen, dass der N-Terminus und somit auch das eGFP auf der Außenseite des 
Viruskapsids lokalisiert ist. Gegen eine C-terminale eGFP-Positionierung spricht das 
dort lokalisierte SRSRRV-Motiv, das als NLS fungiert. Außerdem würde der C-Ter-
minus von 23p – entsprechend zur Position des N-Terminus – nach innen zum Core 
zeigen und somit der Platz für weitere Proteine begrenzt sein. Chaudhuri et al. (2008) 
konnten mit einem C-terminalen ORF23-mRFP-Fusionsgen kein funktionelles Virus 
herstellen, ebenso führte dort die Deletion von ORF23 zur Inhibition der Replikation, 
obwohl das Gen nach Zhang et al. (2010) für die Replikation nicht essentiell ist. Aber 
durch die Insertion eines mRFP-Gens in die Deletionsstelle des ORF23 konnte die 
Replikationsfähigkeit des Virus wiederhergestellt werden. Demnach ist ein Virus ohne 
ORF23 doch in der Lage zu replizieren. Aber bestimmte Strukturmerkmale in der geno-
mischen DNA von VZV müssen offenbar aufrecht erhalten bleiben, wie es durch die In-
sertion das annähernd gleich großen mRFP-Gens möglich war, damit die 
Replikationsfähigkeit garantiert bleibt (Chaudhuri et al., 2008). 
Mit Expressionsplasmiden zeigten Chaudhuri et al. (2008) außerdem, dass eine Dele-
tion des C-terminalen NLS-Motivs SRSRRV oder eine Punktmutation in diesem Be-
reich zur cytoplasmatischen statt zur nukleären Lokalisation führte. Entsprechend 
könnte eine C-terminale eGFP-Fusion an ORF23 den Transport des 23p in den Zell-
kern blockieren. Da 23p zusammen mit dem Protein 33.5p das große Kapsidprotein 
41p in den Nukleus transportiert, könnte eine C-terminale eGFP- oder mRFP-Fusion 
auch die Morphogenese der Nukleokapside stören und so die Replikation und In-
fektivität einschränken. Bei allen Expressionsplasmiden war ein 16-Aminosäure-Linker 
zwischen ORF23 und dem C-terminal gelegenen mRFP eingefügt. Ohne diesen Linker 
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hatte 23p ebenfalls eine cytoplasmatische Verteilung, ohne dass die NLS verändert 
worden war. Demnach bewirkte mRFP als C-terminaler Fusionspartner von 23p ver-
mutlich Konformationsänderungen, die indirekt auf die NLS wirkten und somit die Re-
plikation in Zellkultur behinderten (Chaudhuri et al., 2008). Auch die hier untersuchte N-
terminale eGFP-Fusion von ORF23 zeigte ein reduziertes Replikationsverhalten im 
Vergleich zum WT PAC (Abb. 20). Somit haben nicht nur Veränderungen am C-
Terminus Auswirkungen auf die Funktion des Proteins 23p, sondern auch N-terminale 
Fusionen, die möglicherweise bezüglich der Bindung von 23p an andere Kapsid-
proteine und deren Transport in den Nukleus Einfluss nehmen. 
Wie bei ORF23 beeinträchtigte auch die Fusion von eGFP an ORF65 die Replikation, 
obwohl auch 65p in vitro für die Replikation nicht essentiell ist (Zhang et al., 2010). 
Dabei macht die Position des Fusionsanteils keinen Unterschied aus. Beide Virus-
varianten, wie auch das Virus G23rVZV, hatten eine ähnlich reduzierte Replikations-
geschwindigkeit im Vergleich zum WT PAC (Abb. 20). Da ORF65-Deletionsmutanten 
eine normale Replikationsgeschwindigkeit aufweisen (Cohen et al., 2001; Niizuma et 
al., 2003), sollten durch eGFP bedingte Konformationsänderungen von 65p theoretisch 
keinen Einfluss auf die Replikation haben. Mögliche Ursachen wären in einer Hem-
mung von Transportvorgängen oder in strukturellen Veränderungen der VZV-DNA zu 
suchen, die durch das Einfügen des eGFP-Leserahmens entstanden sein könnten. 
Im Fall des „Zweifarben“-Virus G65R23rVZV, bei dem sowohl ORF65 als auch ORF23 
mit eGFP bzw. mRFP fusioniert war, verstärkten sich die negativen Auswirkungen der 
beiden Genfusionen und die Replikationsgeschwindigkeit des Virus G65R23rVZV war et-
was stärker beeinträchtigt als die der Einzelfusionsviren G65rVZV  und G23rVZV (Abb. 20). 
Bei dem Doppelfusionsvirus war auffällig, dass infizierte Zellen schneller als gewöhn-
lich abstarben. Wegen der langsameren Replikationsgeschwindigkeit konnte dieses 
Virus nur dann kultiviert werden, wenn die Passagierung durch Kokultivierung infizierter 
mit uninfizierten Zellen alle drei bis vier Tage stattfand. Nach sieben Tagen waren in 
der Regel die meisten infizierten Zellen bereits tot, so dass eine weitere Kultivierung 
dann nicht mehr möglich war. Anhand von Xenotransplantaten menschlicher Haut in 
immundefizienten Mäusen konnten Chaudhuri et al. (2008) zeigen, dass das Protein 
23p in vivo für die Infektivität in humanen Hautzellen notwendig ist. Auch wenn 23p für 
die VZV-Replikation in MeWo-Zellen nicht essentiell ist, waren bei der Infektion mit 
einer ORF23-Deletionsmutante die Plaquegröße und die Replikationsgeschwindigkeit 
erheblich kleiner als beim WT. Wenn der Kapsidzusammenbau durch eine Deletion 
des 23p oder durch eine Proteinfusion gestört ist, scheint sich dies auf die Ausbreitung 
des Virus von Zelle zu Zelle auszuwirken. Obwohl 65p selbst keine Funktion im 
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Replikationsgeschehen hat, war bei dem doppelt veränderten Virus die Replikations-
geschwindigkeit so vermindert, dass sich das Virus nicht schnell genug ausbreiten 
konnte. Das führte dazu, dass die infizierten Zellen im CPE starben, bevor das Virus 
die benachbarte Zelle infizieren konnte. 
Während die Replikationskinetiken zeigten, dass die rekombinanten Viren im Vergleich 
zum WT PAC eingeschränkt replizierten, konnte dies für die konventionelle Passagier-
ung dieser Viren aber kaum bestätigt werden. Nur die Virusrekombinanten 29GrVZV und 
G65R23rVZV waren merklich schwieriger zu kultivieren als der WT. Bei den Titrations-
experimenten, die immer auf derselben Charge von MeWo-Zellen durchgeführt 
wurden, war auffällig, dass parallel durchgeführte Titrationen verschiedener Viren un-
abhängig vom Virus einen ähnlichen Kurvenverlauf zeigten. Die Replikationskinetik 
scheint demnach auch abhängig von dem Passagenalter der kultivierten permissiven 
MeWo-Zellen zu sein, da sich der Kurvenverlauf je nach Passage änderte, sich aber 
bei verschiedenen rekombinanten Viren bei gleicher Passagenzahl ähnelte. 
5.1.2 Expression der Fusionsgene 
Die Expression der Fusionsgene wurde einerseits auf Transkript-Ebene und anderer-
seits auf Protein-Ebene überprüft, ob nach Einbau des eGFP-Leserahmens die erwar-
teten Größenänderungen der betroffenen DNA- und Proteinbanden auftraten und ob 
alle Fusionsgene und -proteine nachweisbar waren. Für alle Fusionsgene konnten die 
Transkripte nach RT-PCR mit erwarteten Größen im Agarosegel dargestellt werden 
(Abb. 10, 15, 16). 
Auch der Proteinnachweis war für alle Fusionsproteine positiv. Das Protein 4p oder IE4 
ist ein Phosphoprotein des Teguments mit 51 kDa. Zusammen mit eGFP mit 27 kDa 
ergibt G4 ein Fusionsprotein von 78 kDa. Im Immunblot mit dem GFP-Antikörper konn-
te das G4 bei etwa 80 kDa nachgewiesen werden, was der bekannten Proteingröße 
von 51 kDa für 4p entspricht (Abb. 11). Als IE-Gen wird der ORF4 sehr stark expri-
miert. Daher war die im Immunblot nachgewiesene G4-Proteinmenge sehr hoch, ob-
wohl deutlich geringere Proteinmengen im Vergleich zu den anderen Lysaten aufgetra-
gen worden waren, was durch den ß-Aktin-Nachweis bestätigte wurde. 
Das ORF21-Genprodukt hat aufgrund seiner Aminosäuresequenz eine erwartete Grö-
ße von 115 kDa. Da es keinen bekannten posttranslationalen Modifikationen unterliegt 
(Cohrs et al., 2002), wurden die Fusionsproteine G21 und 21G im Immunblot bei etwa 
140 kDa erwartet. Das Protein 21G wurde an der Position von ca. 135 kDa detektiert, 
was der Größe von 21p mit 115 kDa entsprechen könnte. Dagegen hatte das Protein 
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G21 im Immunblot eine etwas niedrigere Position mit knapp unter 130 kDa, was auf 
eine Größe des 21p-Anteils von weniger als 115 kDa schließen lässt (Abb. 11). Die 
Kontrollsequenzierung und der Nachweis auf Transkript-Ebene schlossen aber alle 
Zweifel am korrekten Einbau des eGFP-Leserahmens vor dem ORF21 aus, da der 
amplifizierte Bereich den gesamten eGFP-Leserahmen und den Beginn des ORF21 
umfasste (Abb. 10). Konformationsänderungen sollten nach der denaturierenden Gel-
elektrophorese eigentlich unauffällig bleiben und keinen Größenunterschied zeigen. 
Eine durch Degradation verkürzte Form des G21 hätte vermutlich einen Funktions- 
oder Lokalisationsunterschied im Vergleich zu 21G hervorgerufen, der aber nicht zu 
beobachten war. Falls 21p doch posttranslational phosphoryliert würde, hätte eine 
Fusion am N-Terminus dies verhindert haben können, so dass das Protein eine gering-
ere Größe aufweisen würde. Da 21p zwar mögliche Phosphorylierungsstellen besitzt, 
aber während der lytischen Infektionsphase nicht phosphoryliert wird, werden eher 
andere Gründe für die geringere Proteingröße im Immunblot vorliegen, wie z.B. eine 
besonders stabile Konformation bestimmter Proteindomänen. 
Das mit eGFP fusionierte 29p konnte im Immunblot bei 140-145 kDa nachgewiesen 
werden, was für ca. 120 kDa für das major DNA-binding protein sprechen würde (Abb. 
10). Allerdings gibt es unterschiedliche Angaben zu der zu erwartenden Größe des 
29p. Stallings & Silverstein (2005) berichteten für 29p eine Größe von 120 kDa, zitier-
ten aber Kinchington et al. (1988), die das DNA-Bindeprotein mit 130 kDa nachwiesen. 
Diese Größe weicht vermutlich aufgrund von unterschiedlichen Experiment-Durch-
führungen ebenfalls von der von Roberts et al. (1985) beschriebenen Größe mit 125 
kDa ab. Zuletzt kalkulierten Lenac Rovis et al. (2013) für 29p 130 kDa, lieferten aber 
dazu keine experimentellen Ergebnisse. Die im Immunblot nachzuweisende Größe von 
29p hängt somit anscheinend unter anderem von experimentellen Faktoren ab, denn 
das Protein 29p unterliegt keinen Phosphorylierungen (Cohrs et al., 2002). Aber 
andere Modifikationen könnten durchaus eine Rolle gespielt haben. 
Stallings & Silverstein (2006) konnten zeigen, dass ORF29p posttranslational ubiquiti-
niert oder auch sumoyliert (small ubiquitine molecules, kleine Ubiquitin-Moleküle) und 
somit unter anderem für die Degradation markiert wird. Daher können vergrößerte wie 
auch verkürzte Formen des 29p in der Zelle vorkommen. Das am häufigsten vor-
kommende 29p-Peptid, das aber noch ubiquitiniert oder sumoyliert bleibt, hat 105 kDa, 
wobei die Funktion dieser posttranslationalen Modifikationen noch ungeklärt ist. Die 
Degradation markierter 29p-Moleküle durch das 26S-Proteasom erfolgt nach Stallings 
& Silverstein (2006) in einigen Zellen neuronalen Ursprungs, in MeWo-Zellen oder in 
Epithelzellen (293T-Zellen). Ob die Degradation auch in Fibroblasten erfolgt, ist nicht 
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bekannt. Das von Kinchington et al. (1988) detektierte 130 kDa-Protein könnte also 
eine posttranslational modifizierte und nicht degradierte Form des 29p gewesen sein. 
Denn sowohl Kinchington et al. (1988) als auch Roberts et al. (1985) setzten für ihre 
Experimente Fibroblasten ein. Da die Degradation am N-terminalen Ende des Proteins 
stattfindet, fehlt anschließend die NLS, so dass die Proteine auf das Cytoplasma be-
schränkt sind. Nur ubiquitinierte, nicht degradierte 29p-Proteine lokalisieren sowohl im 
Cytoplasma als auch im Zellkern. Bei dem hier detektierten 120 kDa-Protein könnte es 
sich also um eine partiell degradierte 29p-Form handeln. Allerdings waren die Auf-
trennungsbedingungen für einen höher molekularen Bereich von ca. 130 kDa subop-
timal. 
Das Protein 23p besitzt sechs Serine und sieben Threonine als mögliche Phos-
phorylierungsstellen und weist daher im Immunblot eine Größe von 26 bis 30 kDa auf 
(Chaudhuri et al., 2008). Der Nachweis von G23 mit dem Anti-GFP führte zu einer 
Bande mit etwa 55 kDa. Dies entspricht 28 kDa für den 23p-Anteil im phosphorylierten 
Zustand (Abb. 11). 
Das Protein 65p ist ein Typ II-Transmembranprotein von vorhergesagten 11 kDa (Davi-
son & Scott, 1986). Aber nach Phosphorylierungen durch die Casein-Kinase II an den 
Serinen in der sauren Domäne des C-Terminus lässt sich 65p im Immunblot bei 16 
kDa detektieren (Cohen et al., 2001). Die Fusionsproteine G65 und 65G wiesen 
unterschiedliche Größen auf (Abb. 17). Während die 65G-Bande etwa bei 37 kDa 
detektiert wurde, was den 11 kDa für unphosphoryliertes 65p entspricht, war G65 mit 
zwei Banden nachzuweisen. Die größere Bande wurde bei etwa 40 kDa detektiert. Für 
eine Größe von 16 kDa im phosphorylierten Zustand hätte die Bande aber bei 43 kDa 
laufen müssen. Entsprechend könnte hier der 65p-Anteil des G65 mit nur einem phos-
phorylierten Serin vorliegen, da der 65p-Anteil von G65 ca. 13 kDa umfasst. Eine C-
terminale Fusion von eGFP an 65p scheint sich also auf den Phosphorylierungsgrad 
auszuwirken, da das 65G im Gegensatz zum phosphorylierten G65 unphosphoryliert 
vorlag. Die kleinere G65-Bande mit schwächerer Intensität hatte etwa 30 kDa, was 
darauf hindeutet, dass in geringen Mengen vorhandenes, freies eGFP detektiert wurde. 
Bei dem Nachweis der Fusionsproteine aus G65R23rVZV infizierten Zellen zeigte sich 
für das Fusionsprotein R23 ein anderes Bild als für G23. Bei der Detektion des R23 mit 
Anti-RFP zeigten sich sowohl im Einzelnachweis als auch bei paralleler Verwendung 
von zwei Antikörpern zwei Banden bei etwa 53 kDa und 57 kDa (Abb. 18). Ent-
sprechend der Größe von mRFP mit 27 kDa konnte demnach eine unphosphorylierte 
Form mit 26 kDa und eine phosphorylierte Form von 23p mit 30 kDa nachgewiesen 
werden. Auch für das G65 wurden zwei Banden detektiert. Zum einen wurde erneut die 
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kleinere, schwache 30 kDa-Bande nachgewiesen, die für freies eGFP-Protein 
sprechen würde. Zum anderen wurde eine Bande mit etwa 40 kDa detektiert, die 
erneut einen 65p-Anteil von ca. 13 kDa mit einfach phosphoryliertem Serin darstellen 
könnte (Abb. 18). Bei dem Doppelnachweis lief diese Bande etwas niedriger. Hier 
zeigten sich auch mehrere Banden ober- und unterhalb der GFP-Kontrolle bei 25-30 
kDa. Da mit dem GFP-Antikörper ein polyklonaler Antikörper zur Detektion eingesetzt 
worden war, waren mögliche Kreuzreaktionen nicht auszuschließen. Insgesamt ließen 
sich also alle durch die rekombinanten Viren exprimierten Fusionsproteine im 
Immunblot weitgehend so darstellen, wie es nach der bekannten Proteingröße erwartet 
wurde. 
5.2 Lokalisationsbestimmungen für die viralen Fusionsproteine 
5.2.1 Lokalisation bei der Replikation in permissiven Zelllinien 
Den ersten Eindruck von der intrazellulären Lokalisation und den Fluoreszenzstärken 
der fusionierten Proteine vermittelten Fluoreszenzaufnahmen infizierter MeWo-Zellen 
und primärer Fibroblasten mit dem Fluoreszenzmikroskop. Die unterschiedlichen 
Fluoreszenzmuster der CPEs, die durch die Infektion mit Fusionsprotein-exprimieren-
den Virusrekombinanten entstanden, ließen einen ersten Schluss auf ihre zelluläre 
Lokalisation zu (Abb. 21). Während das Fluoreszenzmuster der Viren 29GrVZV  und 
G23rVZV punktförmig war und auf eine Lokalisation der Proteine im Zellkern hindeutete, 
waren die Fluoreszenzmuster bei den anderen Viren eher breiter gestreut und hatten 
nur punktuell stärkere Fluoreszenzintensitäten. Dies legte nahe, dass diese Proteine 
vor allem im Cytoplasma lokalisierten und einzelne Anreicherungspositionen aufwie-
sen, wie z.B. die 65p-Fusionsproteine mit stärkeren Fluoreszenzsignalen im TGN. Die 
Lokalisation der während der Infektion exprimierten Fusionsproteine entsprach weit-
gehend den Erwartungen aus den publizierten Ergebnissen für die exprimierten 
Proteine in Wildtyp-Konfiguration. 
Die genauen Lokalisationsbestimmungen der Fusionsproteine wurden am konfokalen 
Mikroskop drei Tage nach der Infektion durchgeführt, also erst während der späten 
Infektionsphase. In der sehr frühen lytischen Infektionsphase ist das 4p als Trans-
aktivator nukleär verteilt, in der späten Phase dagegen cytoplasmatisch (Defecheraux 
et al., 1997). Hier konnte das G4 nach drei Tagen sehr deutlich im Cytoplasma 
detektiert werden (Abb. 23). Da aber auch schwache Signale im Zellkern sichtbar 
waren, lag hier wahrscheinlich der Übergang von der frühen zur späten Infektions-
phase vor. Im Cytoplasma war die Fluoreszenzintensität sehr hoch, was der im Immun-
blot nachgewiesenen sehr starken Expression entspricht. 
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Die Lokalisation des Proteins 21p wurde durch die N- oder C-terminale Position des 
Fusionsanteils nicht beeinflusst. Beide Varianten zeigten die gleiche, unstrukturierte 
Verteilung im Cytoplasma und im Zellkern, stets mit schwachen Fluoreszenzsignalen, 
nur im perinukleären Regionen waren stärkere Signale sichtbar (Abb. 24, 25). Diese 
Lokalisation im Cytoplasma und Zellkern wurde für das nativ exprimierte Protein auch 
durch Lungu et al. (1998) gezeigt. Die genaue Funktion des 21p ist noch nicht geklärt. 
Dieses früh exprimierte Protein ist aber essentiell für die Replikation. Daher wurde 
ähnlich zu 4p eine starke Expression und damit ein starkes Fluoreszenzsignal erwartet, 
die durch eGFP bedingte Konformationsänderungen reduziert worden sein könnten. 
Dies ist aber wenig wahrscheinlich, da nicht nur eine, sondern beide Fusionspositionen 
zu schwachen Signalen führten und dies auch im Immunblot bestätigt wurde. Erst kürz-
lich wurde gezeigt, dass 21p auch im Golgi-Apparat lokalisieren kann (Lenac Rovis et 
al., 2013), was die Fluoreszenzsignale, die mit stärkeren, punktförmigen Signalen im 
perinukleären Bereich nachgewiesen wurden, bestätigt (Abb. 24, 25). Da 21p mit dem 
reifenden Nukleokapsid verbunden wird (Mahalingham et al., 1998), könnte sich der 
Nachweis von 21p in perinukleären Strukturen dadurch erklären, dass das Kapsid beim 
Übergang aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum in das Cytoplasma die erste 
Umhüllung wieder verliert und in unbehüllter Form in das TGN wandert. 
Die zelluläre Verteilung des Proteins 29p entsprach derjenigen, die von Cohrs et al. 
(2002) für das nativ exprimierte Protein beschrieben wurde (Abb. 26). Das 29G loka-
lisierte mit starker Fluoreszenzintensität in punktförmiger oder globulärer Form aus-
schließlich im Zellkern (Reichelt et al., 2009). In der frühen Phase hat 29p regula-
torische Funktionen in der Genexpression und ist als DNA-Bindeprotein essentiell für 
die Replikation (Cohrs et al., 2002; Kinchington et al., 1988). Eine diffuse cyto-
plasmatische Verteilung, wie sie von Stallings et al. (2005) gezeigt wurde, konnte hier 
allerdings nicht beobachtet werden. Nach Stallings & Silverstein (2006) lokalisiert 
Ubiquitin-markiertes, undegradiertes 29p im Cytoplasma und im Nukleus. Die beschrie-
bene diffuse Färbung von 29p könnte demnach Formen von degradiertem 29p ent-
sprechen, welche in den aktuellen Experimenten aber nicht auftraten. Degradierten 
Formen des 29p fehlt die NLS, weswegen diese Peptide nur im Cytoplasma vor-
kommen (Stallings & Silverstein, 2006). 
Das Kapsidprotein 23p hatte in den permissiven Zellen eine ähnliche Verteilung wie 
das Protein 29p (Abb. 27). Das Kapsidprotein lokalisierte mit starker Intensität im Nuk-
leus. Allerdings konnte 23p auch mit schwachen, diffusen Signalen im Cytoplasma be-
obachtet werden. Im Cytoplasma lokalisiert das 23p während des Transports des 
ORF40p in den Nukleus. Da aber der Zusammenbau der Nukleokapside im Nukleus 
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stattfindet, ist 23p hauptsächlich nukleär nachzuweisen. Erst im Rahmen der 
Morphogenese und Virusfreisetzung ist 23p in erheblichem Umfang im Cytoplasma zu 
erwarten. 
Das Protein 65p lokalisiert wie sein Homolog US9 von PRV vor allem im TGN (Abb. 
31). Da es ein endständig verankertes Membranprotein mit Typ II-Topologie ist, liegt 
das C-terminale Ende des Proteins außerhalb der Zellmembran, während der N-Termi-
nus in das Cytosol zeigt. Wenn 65p mit eGFP an seinem C-Terminus markiert ist, kann 
es auch ohne Permeabilisierung der Zellmembran an der äußeren Membran mit einem 
primären GFP-Antikörper und einem rot fluoreszierenden sekundären Antikörper sicht-
bar gemacht werden, während das intrazelluläre eGFP im TGN unangefärbt grün 
fluoresziert (Lyman et al., 2008). Außerhalb der Zelle ist eGFP aufgrund des zum Cyto-
sol veränderten pH-Werts nicht fluoreszent und wäre ohne eine Antikörper-Färbung 
nicht sichtbar. Daher konnte auch beim Fusionsprotein 65G keine Fluoreszenz auf der 
Membran detektiert werden (Abb. 29). Da bei G65 der eGFP-Anteil in das Cytosol 
zeigt, waren Fluoreszenzsignale entlang der Zellmembran sichtbar (Abb. 31). Wesent-
lich öfter konnte G65 dagegen im TGN und in perinukleären Membranstrukturen 
gezeigt werden (Abb. 28), während das Protein 65G hauptsächlich im TGN und nur 
einmal perinukleär beobachtet werden konnte (Abb. 29). Eine Erklärung wäre, dass die 
C-terminal fusionierte eGFP-Komponente durch die Nähe zum Transmembranmotiv 
die Membranlokalisation gestört haben könnte. Beide Fusionsproteine hatten nur eine 
schwache Fluoreszenzintensität, die bei der C-terminalen Markierung noch schwächer 
war als bei der N-terminalen Variante, was auch der schwachen Signalstärke der 65G-
Bande im Immunblot entsprach. Eine mögliche Störung der Integration in Membranen 
könnte am ehesten sowohl die besonders schwache Fluoreszenzintensität des 65G 
erklären, als auch die geringe Detektion von 65G in perinukleären Membranstrukturen. 
Die Lokalisationsorte der Fusionsproteine R23 und G65 ließen sich auch in 
G65R23rVZV-infizierten MeWo-Zellen und Fibroblasten bestätigen (Abb. 30). Das 
Fusionsprotein R23 war wie G23 vor allem nukleär mit starken Fluoreszenzsignalen 
verteilt, während G65 mit schwacher Fluoreszenzintensität wieder im TGN und in 
perinukleären Membranstrukturen zu detektieren war. 
Die Lokalisationsorte der hier untersuchten Fusionsproteine entsprachen denen aus 
der Literatur bekannten Lokalisationen. Auch das zunächst zu der bekannten Lokali-
sation abweichende Fluoreszenzmuster des 21p kann durch die kürzlich publizierten 
Daten von Lenac Rovis et al. (2013) erklärt werden. Das Fusionsprotein G65 war 
neben der bekannten Lokalisation im TGN auch in perinukleären Strukturen nach-
weisbar. Diese Lokalisation konnte für das 65G kaum gezeigt werden, da möglicher-
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weise die Membranlokalisation aufgrund der Nähe des C-terminalen eGFP-Fusions-
anteils zum Transmembranmotiv beeinträchtigt war. 
5.2.2 Lokalisation in infizierten sensorischen Neuronen 
Die Lokalisation der Fusionsproteine wurde nach der Infektion permissiver Zellen 
zusätzlich in einem dritten Zelltyp, den sensorischen Neuronen untersucht. Gerade die 
Proteine 4p, 21p und 29p ändern ihre Lokalisation, wenn sie während der Latenz in 
neuronalen Zellen exprimiert werden. Durch Kokultivierung mit infizierten Fibroblasten 
wurden die Ratten-Neurone allerdings lytisch infiziert und eine längerfristige Latenz 
konnte nicht beobachtet werden. Nach Gershon et al. (2008) sollte eine latente 
Infektion von Neuronen mit zellfreiem VZV möglich sein, wie es dort für enterische, 
vegetative Neurone von Meerschweinchen gezeigt wurde. Diese Vorgehensweise war 
aber auf sensorische Ratten-Neurone nicht übertragbar. Zwar gelang es, Fibroblasten 
mit zellfreiem Virus zu infizieren, aber sensorische Neurone ließen sich nicht 
nachweislich lytisch oder gar latent infizieren. In latent infizierten Zellen wären nach 
Lungu et al. (1998) alle Proteine, die während der Latenz exprimiert werden, nur im 
Cytoplasma nachweisbar. Ob dies auch auf die klinische Situation im Patienten 
übertragbar ist, wird kontrovers diskutiert. 
Das 4p ist in lytisch infizierten Zellen als Transaktivator der ß-Gene zunächst nukleär 
und später hauptsächlich cytoplasmatisch verteilt. Während der Latenz in Neuronen, in 
der die Genexpression bis auf wenige Transkripte stillgelegt ist, ist die Lokalisation auf 
das Cytoplasma beschränkt. Erst nach der Reaktivierung verteilt sich das 4p auch 
wieder im Zellkern (Lungu et al., 1998), da es erneut Funktion als Transaktivator 
übernimmt. Mit konfokalen Aufnahmen konnte hier in den lytisch infizierten, sen-
sorischen Ratten-Neuronen 4p mit starker Fluoreszenzintensität im Cytoplasma 
detektiert werden und mit schwachen Signalen auch im Nukleus (Abb. 32). Die Lokali-
sation ist also vergleichbar mit derjenigen in den permissiven Zelltypen. In den Axonen 
der Neurone konnte das Protein G4 ebenfalls beobachtet werden. Da die Neurone 
lytisch infiziert waren, könnte es also sein, dass sich Viruspartikel mit Tegument-
assoziiertem 4p durch retrograden Transport der Virionen von Neuron zu Neuron aus-
gebreitet hatten. Für die direkte Ausbreitung über Zell-Zell-Fusion waren die Neurone 
nicht dicht genug ausgesät. 
Die Lokalisationsmuster der beiden Fusionsproteine des 21p unterschieden sich nicht 
voneinander (Abb. 33, 34). Beide Fusionsproteine konnten in den lytisch infizierten 
Neuronen – wie in den MeWo-Zellen und primären Fibroblasten – sowohl im Cytoplas-
ma als auch im Zellkern mit schwachen Fluoreszenzsignalen detektiert werden. Nur in 
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den perinukleären Regionen gab es stärkere Signale, die schon in den infizierten, per-
missiven Zellen detektiert wurden und dafür sprechen könnten, dass unbehüllte Kap-
side, mit denen 21p assoziiert ist, auf dem Weg ins TGN detektiert wurden. 
Da es als früh exprimiertes Protein Funktion in der Genexpression übernimmt, wie z.B. 
die Verstärkung der Expression IE-62-abhängiger Promotoren (Boucaud et al., 1998), 
ist 29p in lytisch infizierten nicht-neuronalen und neuronalen Zellen hauptsächlich im 
Nukleus lokalisiert (Cohrs et al., 2002; Lungu et al., 1998). Nach der Reaktivierung aus 
der Latenz, in der kaum Genexpression stattfindet und das Protein im Cytoplasma zu 
finden ist, verteilt sich das Protein 29p im Nukleus und im Cytoplasma (Lungu et al., 
1998). Aber die Lokalisation des E-Proteins 29p hängt nicht nur vom lytischen oder 
latenten Infektionsstatus ab, sondern ist auch vom Zelltyp abhängig, da es sich in 
Zellen wie enterischen Neuronen aus Meerschweinchen oder aus Astrozytomen ab-
stammenden Zellen (Gehirntumor aus Gliazellen) im Cytoplasma befindet (Stallings et 
al., 2006). Durch die Proteasommaschinerie wird ubiquitiniertes 29p N-terminal 
verkürzt, wodurch es die Fähigkeit zur nukleären Lokalisation verliert. In diesen Zellen 
ist das modifizierte 29p infolge der Degradation der N-terminalen NLS auf das Cyto-
plasma beschränkt. Die Modifikation verbunden mit der Degradation wirkt sich dem-
nach in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich auf die Lokalisation von 29p aus. In 
dieser Arbeit konnte das Protein in 29GrVZV-infizierten Neuronen sowohl im Cytoplasma 
als auch im Nukleus detektiert werden (Abb. 35). Im Zellkern war das Protein allerdings 
in größeren Mengen nachweisbar als im Cytoplasma, was der Lokalisation nach Lungu 
et al. (1998) entsprach und wie es für ein Replikations-essentielles Protein erwartet 
wurde. Obwohl 29p während der Primärinfektion auch in Axonen nachweisbar ist 
(Annunziato et al., 2000), konnte 29G hier dagegen in den Axonen nicht beobachtet 
werden. 
Als spät exprimiertes Kapsidprotein wird 23p nur während der lytischen Infektions-
phase gebildet und ist in permissiven Zellen hauptsächlich im Nukleus zu finden. Über 
das Lokalisationsmuster von 23p in sensorischen Ratten-Neuronen gibt es bisher 
kaum Berichte. Bekannt ist, das 23p in aus pluripotenten Stammzellen differenzierten 
humanen Neuronen hauptsächlich nukleär vorliegt (Markus et al., 2011). In den in die-
ser Arbeit infizierten Neuronen war 23p mit starken Fluoreszenzintensitäten sowohl im 
Zellkern als auch im Cytoplasma zu detektieren (Abb. 36). Dabei war die nukleäre Ver-
teilung etwas stärker. Die hier in Neuronen beobachtete 23p-Verteilung ähnelt somit 
der Lokalisation während der lytischen, permissiven Infektion von MeWo-Zellen und 
Fibroblasten. 
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Tab. 14: Übersicht über die Lokalisation der einzelnen Fusionsproteine während der Infektion in MeWo-
Zellen, Fibroblasten und sensorischen Neuronen. N: Nukleus, C: Cytoplasma; TGN: Trans-Golgi-
Netzwerk, M: Membranstrukturen, >>: stärker als. 
Protein  Lokalisation 
 Lytisch infi-
zierte MeWo-
Zellen und 
Fibroblasten 
(diese Arbeit) 
Lytisch infi-
zierte nicht-
neuronale 
Zellen (Cohen 
et al., 2001; 
Lungu et al., 
1998; Reichelt 
et al., 2009) 
Infizierte 
Neurone 
(diese Arbeit) 
Infizierte Neu-
rone (Lungu et 
al., 1998; 
Markus et al., 
2011) 
Infizierte 
Neurone nach 
Reaktivierung 
(Lungu et al., 
1998) 
Latenz 
(Lungu et al., 
1998) 
4p C >> N N+C  C >> N C >> N N + C C 
21p N + C N >> C C >> N C >> N N + C C 
29p N N >> C N >> C N >> C N + C C 
23p N >> C N >> C N >> C N >> C  - 
65p TGN/M TGN/M C   - 
Das Phosphomembranprotein 65p ist wie 23p ebenfalls ein spät exprimiertes Protein, 
das während der Latenz nicht produziert wird. In den lytisch infizierten Neuronen lokali-
sierte es im Cytoplasma (Abb. 37, 38). Nur G65 konnte in wenigen Zellen mit geringer 
Intensität in Membranstrukturen beobachtet werden. Es könnte sich dabei sowohl um 
die Zellmembran als auch perinukleäre Strukturen gehandelt haben. Da der eGFP-fu-
sionierte N-Terminus in das Cytosol zeigte, war das eGFP innerhalb der Zelle entlang 
der Zellmembran fluoreszent. Und auch die Membranlokalisation war nicht beein-
trächtigt wie beim 65G. Bei 65G konnten neben der diffusen Verteilung mit schwachen 
Signalen auch globuläre Verteilungsmuster mit stärkeren Signalen detektiert werden. 
Das Protein 65p lokalisierte in Neuronen zwar wie in den permissiven Zelllinien auch 
im Cytoplasma, konnte aber nicht in Membranstrukturen gezeigt werden, da vermutlich 
die Membranlokalisation durch die Fusion des eGFP nahe des Transmembranmotivs 
gestört war. Die Identität der globulären Fluoreszenzsignale ist noch unbekannt. Auch 
in G65R23rVZV-infizierten sensorischen Neuronen ließen sich diese Lokalisationsmuster 
für die Fusionsproteine R23 und G65 darstellen (Abb. 39). Während R23 im Cytoplas-
ma und im Nukleus detektiert wurde, war G65 im Cytoplasma verteilt.  
In der Tab.14 sind die beobachteten Lokalisationen der viralen Fusionsproteine zusam-
mengefasst dargestellt. Während der lytischen Infektionsphase lag 4p hier hauptsäch-
lich im Cytoplasma vor und nur in geringen Mengen im Nukleus von infizierten MeWo-
Zellen oder Fibroblasten. In Neuronen konnte es ebenfalls mit starker Intensität im 
Cytoplasma nachgewiesen werden und kaum im Zellkern. Das früh exprimierte 21p 
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war sowohl in den permissiven MeWo-Zellen und Fibroblasten als auch in den Neuro-
nen über die gesamte Zelle verteilt. In den Neuronen lokalisierte es allerdings stärker 
im Cytoplasma und an der Kernmembran statt im Nukleus. 
Beim früh exprimierten 29p änderte sich die Verteilung zwischen lytischer Infektion in 
humanen Zellen und der Infektion von Neuronen nur wenig. Das Protein lag haupt-
sächlich nukleär vor und nur in den Neuronen ein wenig cytoplasmatisch, wie es auch 
von Lungu et al. (1998) beschrieben war. Die von Stallings & Silverstein (2006) 
beobachtete, durch Degradation bedingte cytoplasmatische Lokalisation von 29p in 
lytisch infizierten, enterischen neuronalen Zellen, ließ sich hier nicht beobachten. Das 
spät exprimierte Protein 23p war in allen drei Zelltypen wie erwartet im Cytoplasma und 
im Nukleus zu detektieren, dabei stärker im Zellkern als im Cytoplasma. In MeWo-Zel-
len und Fibroblasten konnte 65p im TGN und perinukleären Membranstrukturen 
gezeigt werden, auch bei der Infektion der Neurone hatte 65p eine cytoplasmatische 
Verteilung, die aber offensichtlich nicht auf das TGN beschränkt war. 
5.3 Retrograde und anterograde Infektionswege 
Das Protein 65p könnte als Homolog zum US9 von PRV eine Funktion im axonalen 
Transport der VZV-Partikel haben, auch wenn es die Funktion im anterograden Trans-
port in PRV-US9-Deletionsmutanten nicht ersetzen kann (Lyman et al., 2009). Damit 
eine mögliche Kolokalisation des 65p mit dem Kapsidprotein 23p in Axonen untersucht 
werden konnte, wurde das Virus G65R23rVZV hergestellt. Im microfluidic chamber-
System wurden sensorische Neurone räumlich getrennt von den infizierten bzw. un-
infizierten Zellen ausgesät, um so die fluoreszenzmarkierten Virusproteine auf 
retrogradem und anterogradem Infektionsweg im Axon zu beobachten. Generell war 
die Infektion der Neurone in diesen Kammern nur schwer zu erreichen. Während die 
Infektion auf anterogradem Weg nicht erzielt werden konnte, wurde die retrograde 
Infektion dokumentiert (Abb. 41). Die Effizienz, Neurone retrograd zu infizieren, war bei 
dem Virus G4rVZV stärker als bei G65R23rVZV. Auch schon bei Infektionsversuchen zur 
Bestimmung der Proteinlokalisationen ließen sich die Neurone mit dem Virus 
G65R23rVZV weniger effizient infizieren als mit anderen Viren. Obwohl auch hohe Infek-
tionsraten der Neurone erreicht werden konnten, war der anterograde axonale 
Transport nicht nachweisbar. Weder durch Kokultivierung mit MeWo-Zellen noch mit 
primären Fibroblasten konnte dieser Infektionsweg erzielt werden. 
Da dieser Transportweg nicht realisierbar war, kann keine Aussage darüber getroffen 
werden, ob 65p von VZV die Funktion seines Homologs ausübt und für die anterograde 
Ausbreitung in Neuronenkulturen essentiell ist. Der rückwärts gerichtete Infektionsweg 
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blieb auch mit dem Virus G4rVZV erfolglos. Daher wird es wahrscheinlich nicht an einem 
möglichen Verlust der 65p-Funktion gelegen haben, dass dieser Infektionsweg nicht 
möglich war. Da 65p im PRV-Hintergrund die Funktion von US9 im anterograden 
Transport nicht ersetzen kann (Lyman et al., 2009), bleibt es möglich, dass 65p an der 
axonalen Ausbreitung der VZV-Partikel nicht beteiligt ist. Andererseits beeinflusst die 
eine C-terminale eGFP-Fusion an US9 bei PRV die anterograde Ausbreitung in Neu-
ronen. Mutanten, die ein US9-GFP-Protein exprimierten, waren nicht mehr in der Lage, 
sich über axonalen, rückwärts gerichteten Transport auszubreiten (Lyman et al., 2008). 
Demnach war offenbar nicht die N-terminal fusionierte G65-Virusmutante limitierend, 
sondern die begrenzten Möglichkeiten, in den microfluidic chambers die Neurone auf 
dem anterograden Weg zu infizieren. 
Auch für den retrograden axonalen Transport waren die Infektionsbedingungen noch 
zu wenig effizient, so dass der Transport der viralen Proteine durch Life Cell Imaging 
nicht kontinuierlich beobachtet werden konnte. Die am ehesten aussichtsreichen Be-
dingungen dürften sich mit der Infektion durch zellfreies Virus ergeben. Hiermit könnte 
die Schwierigkeit der Infektion durch Zell-Zell-Kontakte vermieden und somit die Infek-
tionseffizienz gesteigert werden. Außerdem könnten so Bedingungen geschaffen wer-
den, die besser der latenten Infektion von Neuronen entsprechen. 
Eine Kolokalisation von 65p mit 23p konnte zwar beobachtet werden, da im Axon 
einzelne gelb gefärbte Partikel sichtbar waren (Abb. 42). Aber da vor allem grüne und 
rote Partikel zu erkennen waren, ist es eher wahrscheinlich, dass 65p und das Kapsid 
im Wesentlichen separat transportiert wurden und es nur gelegentlich zu Über-
lagerungen im Axon gekommen war. Da die Neurone nicht kontinuierlich mit Beginn 
des retrograden Transports beobachtet wurden, sondern aufgrund der niedrigen Effi-
zienz erst nachdem das Soma des Neurons ein starkes Fluoreszenzsignal aufwies, 
ließ sich nicht feststellen, in welche Richtungen die rot und grün fluoreszierenden 
viralen Partikel transportiert wurden. Die Überlagerung kann durch das zufällige Aufein-
andertreffen von Kapsidprotein und 65p zustande gekommen sein, die in unter-
schiedliche Richtungen transportiert wurden. Denn Dynein ist als Motorprotein für den 
axonalen Transport in retrograde Richtung verantwortlich, kann aber auch in die 
anterograde Richtung wechseln. 
Um eine definierte Aussage über die Rolle von 65p im axonalen Transport treffen zu 
können, müssten die Infektionsbedingungen für einen anterograden Infektionsweg opti-
miert werden. Denn obwohl das 65p hier offensichtlich keine Rolle im retrograden 
Transport spielte, kann ohne funktionierenden, anterograden Infektionsweg keine Aus-
sage getroffen werden, ob das 65p nicht doch ein „axonales Leitprotein“ ist. 
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5.4 Sequenzeigenschaften des klonierten VZV-Wildtyp-Genoms 
Mit dem deep sequencing wurde die Intaktheit des für die Herstellung der Virusmutan-
ten verwendeten BACs pHJOpac bestätigt (Wussow et al., 2009). Weder durch die 
Cosmid-Komplementation (Schmidt et al., 2003) noch durch den Einbau des BAC-Vek-
tors und seine spätere Transposition (Wussow et al., 2209) haben sich gravierende 
Veränderungen im VZV-Genom ergeben. Außerdem wurden nur wenige geringfügige 
Sequenzunterschiede zwischen dem BAC pHJOpac und der ursprünglichen aus Cos-
mid-Klonen erstellten HJO-Sequenz identifiziert. 
Zwei Basensubstitutionen traten auf, die innerhalb eines Leserahmens lagen. Eine da-
von lag in ORF28, bei der es sich aber um eine stumme Mutation handelte, die somit 
keine Auswirkungen auf die Aminosäuresequenz und damit auf die Funktion des Pro-
teins hatte. Eine weitere Basensubstitution fand innerhalb des repetitiven Bereiches R3 
im ORF22 statt. R3 ist sogar innerhalb desselben VZV-Stammes variabel und 
unterschiedlich lang und gilt bei VZV-Isolaten als der repetitive Bereich, der die größte 
Variabilität zeigt (Straus et al., 1983). Während R3 in der Virion-DNA über 100 Kopien 
der 9 bp-Elemente mit bis zu 1000 bp umfassen kann, ist R3 aufgrund der Sequenz-
Instabilität in Bakterien nach Klonierung und Isolation aus E. coli oft kleiner (Davison 
and Scott, 1986; Straus et al., 1982). Infolge der verschiedenen Repetitionen innerhalb 
des Leserahmens kommen auch unterschiedlich lange 22p-Proteine vor. Auswirkun-
gen solcher Veränderungen auf die Proteinfunktion sind aber nicht bekannt (Davison 
and Scott, 1986). Daher ist es unwahrscheinlich, dass sich dieser hier vorgefundene 
Aminosäureaustausch von Threonin zu Prolin auf die Funktion von 22p auswirkt. Die 
beiden weiteren Veränderungen im pHJOpac-Genom waren Insertionen in nicht-kodie-
renden Regionen und daher wahrscheinlich ohne Einfluss auf virale Eigenschaften des 
VZV. Das optimierte pHJOpac kann also ohne Einschränkungen wie der ursprüngliche 
WT HJO in Zellkultur behandelt und als BAC pHJOpac einfach in Bakterien manipuliert 
werden. 
Variable Positionen in den VZV-Genomen wurden dazu eingesetzt, die VZV-Stämme in 
Gruppen oder Clades einzuteilen. Alle Klassifikationen basierten auf Sequenzunter-
schiede in einzelnen Basen (single nucleotide polymorphisms, SNP). Eine 
Arbeitsgruppe nutzte die „zerstreute“ SNP-Methode (scattered SNP-method), in der 
über Heteroduplex-Mobilitäts-Assays 92 SNPs in 37 ORFs verteilt über das Virus-
genom identifiziert und die VZV-Stämme danach eingeteilt wurden (Barrett-Muir et al., 
2001; Muir et al., 2002). In einer anderen Analyse wurden fünf Glykoproteine und 
ORF62 untersucht, und dabei 61 SNPs gefunden, mit denen sich die VZV-Stämme in 
vier Gruppen einteilen ließen (Faga et al., 2001). Loparev et al. (2004) fanden heraus, 
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dass die Variabilität des R3 im ORF22 ausreichte, damit vier Clades identifiziert 
werden konnten. Aufgrund dieser einzelnen Basensubstitutionen bzw. Insertionen und 
Deletionen und dem daraus resultierenden RFLP-Muster wurden die verschiedenen 
VZV-Stämme unterschiedlichen Clades zugeordnet. Früher gab es gröbere Klassen, 
die z.B. die europäischen von den asiatischen Stämmen abgrenzten. Nach der 
neuesten Nomenklatur von Breuer et al. (2010), die alle vorherigen Einteilungen ver-
einheitlicht und 27 minimal notwendige SNPs in einzelnen ORFs vorgibt, wird der WT-
Stamm HJO dem Clade 3 zugeordnet, während der Laborstamm Dumas zum Clade 1 
und japanische Stämme wie der parentale Oka oder der Vakzin-Oka zum Clade 2 
gezählt werden. Neben Dumas als Prototyp aus Clade 1 ist der VZV-Stamm HJO der 
Prototyp von Clade 3 und repräsentativ für viele aus Zoster-Läsionen isolierte Viren. 
Das weiter entwickelte BAC pHJOpac kann durch den „MiniF“-Vektor sehr einfach und 
in Bakterien schnell rekombiniert werden. Durch den Verlust des BAC-Vektors nach 
einigen Passagen in für VZV permissiven Zellen und den wenigen, nicht essentiellen 
Mutationen entspricht das pHJOpac-Genom wieder dem VZV-Stamm HJO. Damit ist 
pHJOpac zusammen mit der En passant-Mutagenese ein ideales System zur gezielten 
und effizienten Funktionsanalyse viraler VZV-Proteine. 
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